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Razvoj sistema za iskanje interakcijskih partnerjev DNA na osnovi označevanja bližnjih 
molekul z biotinom 
 
Povzetek: Odkrivanje in preučevanje interakcij protein–DNA je izrednega pomena, saj usmerjajo 
delovanje številnih celičnih procesov. Omenjene interakcije so lahko stabilne ali prehodne oz. 
močne ali šibke in so odvisne od pogojev, v katerih se kompleks protein–DNA nahaja. Dve ključni 
omejitvi klasičnih metod za iskanje proteinskih interakcijskih partnerjev znane DNA sta, da ne 
omogočajo preučevanja interakcij in vivo in da niso primerne za zaznavanje vseh vrst interakcij, 
tj. tudi šibkih in prehodnih. Z namenom, da bi omejitvi presegli, smo razvili nov pristop za iskanje 
interakcijskih partnerjev DNA, ki je osnovan na metodi označevanja bližnjih molekul z biotinom 
in omogoča izvedbo kromatinske imunoprecipitacije. Temelji na uporabi trikomponentnega 
sistema, ki ga sestavljajo nukleotidno zaporedje F-DNA ter fuzijska proteina Tus-link72-TurboID 
in GAL4(1–147)-link45-sfGFP. F-DNA predstavlja osrednjo komponento sistema, ki vsebuje 
preučevano zaporedje oz. sekundarno strukturo DNA in omogoča kolokalizacijo njegovih 
interakcijskih partnerjev s fuzijskima proteinoma. Tus-link72-TurboID vsebuje encim biotin 
ligazo in omogoča biotinilacijo kolokaliziranih proteinov, GAL4(1–147)-link45-sfGFP pa služi 
kot notranja kontrola delovanja sistema. Sistem lahko uporabimo tako in vivo kot in vitro. Da bi 
dokazali njegovo delovanje, smo zasnovali kontrolni in vitro sistem z znanim interakcijskim 
partnerjem. Tarčnih proteinov po izvedbi poskusa nismo mogli dokazati, na podlagi česar smo 
postavili hipotezo, da rekombinantno pripravljena biotin ligaza v fuziji Tus-link72-TurboID nima 
enakih kinetičnih lastnosti, kot jih ima v pogojih in vivo. Pred nadaljnjo optimizacijo sistema je 
zato potrebno najprej preveriti delovanje encima in določiti njegove kinetične lastnosti. Da bo 
sistem uporaben in komercialno dostopen, je potrebno optimizirati tudi pripravo komponent 
trikomponentnega sistema.     
 
Ključne besede: interakcijski partnerji, F-DNA, Tus-link72-TurboID, GAL4(1–147)-link45-
sfGFP, biotinilacija 
 
 
 
 

 
 
Development of a System for DNA-Protein Interaction Partners Discovery Based on Biotin 
Proximity Labeling 
 
Abstract: Detection and study of protein–DNA interactions are of great importance for they 
govern many cellular processes. Interactions might be stable or transient, strong or weak and 
depend on several conditions which can influence our experimental results. There are two major 
limitations of classical methods to detect protein interactions partners of a known DNA. First, 
they do not allow us to study interactions under in vivo conditions, and second, they are not 
suitable for detection of transient and weak ones. With the aim of making those two things 
possible we set on to develop a novel approach for DNA-protein partners discovery, which is 
based on a three-component system that enables enzyme-catalysed proximity labeling of proteins 
with biotin and also serves as a practical tool to perform chromatin immunoprecipitation. The 
system consists of a nucleotide fragment F-DNA and two chimeric proteins, namely Tus-link72-
TurboID and GAL4(1–147)-link45-sfGFP. F-DNA represents the core element of the system, 
which contains DNA sequence or secondary structure of interest and enables colocalization of its 
interaction partners with chimeric proteins. Tus-link72-TurboID contains a mutant biotin ligase 
which biotinylates colocalised proteins on F-DNA, whereas GAL4(1–147)-link45-sfGFP 
represents the internal control of the system. The system can be used either in vivo or in vitro. To 
test its functionality, we constructed a proof-of-concept in vitro system involving a known 
interaction partner. However, we were not able to detect target proteins after their isolation. Our 
hypothesis is that the recombinant biotin ligase in Tus-link72-TurboID has slower kinetics as we 
expected based on its activity in vivo. Before proceeding with optimization of the system, we 
should therefore first test activity of the enzyme and determine its kinetics. In order to make the 
system useful and commercially available, we should also optimize the preparation of its 
components.  
 
Keywords: interaction partners, F-DNA, Tus-link72-TurboID, GAL4(1–147)-link45-sfGFP, 
biotinylation 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
AGE  agarozna gelska elektroforeza  
ak  aminokislina  
APS  amonijev persulfat  
ATP  adenozin trifosfat  
AU enota absorbance 
bp  bazni par  
BSA  goveji serumski albumin 
C-konec  karboksilni konec  
DAB  3,3-diaminobenzidin tetrahidroklorid hidrat  
dH2O  deionizirana voda  
DNA  deoksiribonukleinska kislina  
dNTP  deoksiribonukleotid trifosfat  
DTT  ditiotreitol  
EDTA  etilendiaminotetraetanojska kislina 
EMSA   test zamika elektroforezne mobilnosti 
FBS   plodov serum goveda  
H2O2  vodikov peroksid  
HEPES  1-piperazinetansulfonska kislina  
HRP  hrenova peroksidaza  
IEX ionskoizmenjevalna kromatografija 
IMAC nikljeva afinitetna kromatografija 
IPTG  izopropil-β-D-tiogalaktopiranozid  
ka  hitrostna konstanta asociacije  
kd  hitrostna konstanta disociacije 
Kd  konstanta disociacije 
LB  Luria-Bertani  
MS  masna spektrometrija 
N-konec  aminski konec  
NaDS natrijev dodecilsulfat 
nt  nukleotid  
OD600  optična gostota pri valovni dolžini 600 nm 
PAGE  poliakrilamidna gelska elektroforeza  
PBS  fosfatni pufer s soljo 
  
 
 
PBST  fosfatni pufer s soljo in detergentom Tween 20 
PCR  verižna reakcija s polimerazo  
PLEKHG3  ang. pleckstrin homology and RhoGEF domain containing G3  
PVDF  poliviniliden difluorid  
rpm  obrati na minuto  
SEC gelska filtracija 
sfGFP  zeleni fluorescenčni protein z izboljšanim zvijanjem (ang. superfolder GFP) 
SLiCE  kloniranje z brezspojno ligacijo  
TAE  tris/acetat/EDTA 
TE  tris/EDTA 
TEMED  N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin  
Tris  2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol  
U  encimska enota  
v/v  volumska koncentracija (delež)  
w/v   masna koncentracija (delež) 
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1 UVOD 
1.1 Interakcije protein–DNA 
Vzdrževanje življenjskih procesov temelji na dinamičnem, a natančno reguliranem prepletu 
interakcij med molekulami znotraj celice. Interakcije proteinov z DNA (protein–DNA) usmerjajo 
podvajanje, preurejanje, popravljanje in zgoščevanje DNA1–3. Omogočajo tudi precizno časovno 
uravnavanje prepisovanja, s čimer določajo sestavo proteoma v določenem okolju4. Odkrivanje 
regulatornih elementov DNA in transkripcijskih faktorjev ter razumevanje njihovih medsebojnih 
interakcij je torej izrednega pomena, saj lahko pojasni razvoj marsikatere bolezni in odpira nove 
možnosti za zdravljenje5–7.  
 
Pri preučevanju interakcij protein–DNA se moramo zavedati njihove raznolike narave. Glede na 
afiniteto vezave interakcijskih partnerjev so lahko interakcije močne ali šibke, pri čemer je moč 
interakcije odvisna od pogojev, kot so temperatura, pH in molekule v okolici8. Glede na časovno 
stabilnost kompleksa protein–DNA, ki je neodvisna od moči interakcije, pa jih delimo na stabilne 
in prehodne; močne prehodne interakcije so pogosto odvisne od posttranslacijskih modifikacij 
proteina9,10. Na podlagi znanih struktur kompleksov protein-DNA so bili izdelani številni 
algoritmi, s katerimi je mogoče potencialne interakcijske partnerje napovedati, vendar so takšne 
napovedi omejene in ne morejo nadomestiti eksperimentalnega dela11,12.  
 
1.2 Iskanje interakcijskih partnerjev protein–DNA 
Nabor metod za odkrivanje nukleotidnih interakcijskih partnerjev znanega proteina je širok, pri 
čemer omogočajo tako preučevanje interakcij v in vitro kot v in vivo pogojih. Nekatere starejše 
metode so vezava kompleksov protein–DNA na nitrocelulozni filter, odtis z DNazo, metilacijska 
interferenca, test (super)zamika elektroforezne mobilnosti in različne izvedenke kromatinske 
imunoprecipitacije13–17. V zadnjem času se pojavljajo tudi bolj občutljive in visokozmogljive 
metode, kot so metoda bližnje ligacije (ang. proximity ligation assay), uporaba mikromrež DNA 
in fagna predstavitev18–21. Ena izmed ključnih prednosti poznavanja proteinskega interakcijskega 
partnerja je možnost uporabe protiteles, ki omogočajo enostavno detekcijo in izolacijo tarčnega 
kompleksa protein–DNA. 
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Kadar izhajamo iz znane molekule DNA, je nabor metod za iskanje proteinskih partnerjev ožji in 
bolj omejen. Izvedbo in vivo omogoča le enohibridni sistem kvasovke, ki pa ni splošno uporaben, 
saj zahteva delo s knjižnicami cDNA22,23. V nadaljevanju so predstavljene splošno uveljavljene 
metode za iskanje interakcijskih partnerjev DNA, njihove prednosti in omejitve. Opisane so tudi 
kromatinska imunoprecipitacija in metode označevanja bližnjih molekul, ki se za ta namen sicer 
ne uporabljajo, a so pomembne za razumevanje diplomskega dela. 
 
1.2.1 Iskanje interakcijskih partnerjev znane DNA 
1.2.1.1 Test zamika elektroforezne mobilnosti 
Test zamika elektroforezne mobilnosti (EMSA) je hitra, enostavna in občutljiva in vitro metoda 
za kvalitativno in kvantitativno preučevanje interakcij protein–DNA. Temelji na zmanjšani 
hitrosti potovanja DNA v kompleksu s proteinom glede na hitrost potovanja proste DNA na 
agaroznem oz. na poliakrilamidnem gelu pod nedenaturirajočimi pogoji13,24.  
 
Za izvedbo poskusa potrebujemo označeno sondo DNA in ustrezen vir proteinov, ki ju pred 
nanosom na gel inkubiramo, tako da se vzpostavi ravnotežje med prostima interakcijskima 
partnerjema in kompleksom protein–DNA. Pomik ravnotežja je odvisen od pogojev, pri katerih 
poskus izvajamo, in pomembno vpliva na rezultat testa13,24.  
 
V primeru, da je iskana interakcija močna (ka > kd), pričakujemo na gelu dve intenzivni lisi, ki 
ustrezata kompleksu protein–DNA in prosti DNA. V primeru šibke interakcije (ka > kd) pa je 
kompleksa protein–DNA v ravnotežju malo. Kljub temu ga pod ustreznimi pogoji lahko zaznamo, 
saj je kompleks v gelu stabiliziran. To je posledica omejene difuzije, ki ohranja interakcijska 
partnerja med potovanjem v gelu v medsebojni bližini, kar poveča verjetnost ponovne asociacije. 
Poleg tega v gelu v okolici kompleksa tudi ni kompetitivnih molekul, ki bi spodbujale njegovo 
disociacijo. Del vezane DNA se med potovanjem vseeno sprosti in potuje neodvisno, kar zaznamo 
kot signal med obema lisama13,25,26. Shematski prikaz poskusa je na sliki 1.1. 
 
Pri kompleksih, kjer je disociacija hitra, se lahko kljub stabilizaciji v gelu zgodi, da kompleksa 
protein–DNA ne moremo zaznati. Težavna je tudi zaznava kompleksov v primeru, da je iskanega 
proteina v lizatu malo. Pomemben vpliv na stabilnost potujočega kompleksa imajo temperatura, 
zamreženost gela in napetost, pri kateri izvajamo elektroforezo – optimizacija pogojev zaradi 
nepoznavanja interakcije ni nujno uspešna27.  
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Slika 1.1: Test zamika elektroforezne mobilnosti. Prikazane so ključne stopnje poskusa: (1) inkubacija 
sonde DNA z virom proteinov, (2) ločevanje vzorcev na gelu in (3) vizualizacija položaja sond DNA.  
Z vzorcem A je določen položaj proste sonde DNA, vzorec B predstavlja primer močne interakcije, ko je 
iskanega proteina v vzorcu dovolj, vzorec C pa rezultat testa v primeru, ko je interakcija šibka oz. je proteina 
v vzorcu malo. 
 
1.2.1.2 Test ''pull-down'' 
Test ''pull-down'' je hitra in enostavna in vitro metoda, ki omogoča tako iskanje interakcijskih 
partnerjev DNA kot tudi čiščenje DNA-vezavnih proteinov28,29. 
 
Za izvedbo poskusa je potrebno pripraviti ustrezno označene sondo DNA, ki jo imobiliziramo na 
trden nosilec z afiniteto proti uporabljeni oznaki28. Pogosto uporabljena oznaka je molekula 
biotina, ki se veže na protein (strept)avidin; interakcija biotin–(strept)avidin je primerna, ker velja 
za najmočnejšo znano nekovalentno interakcijo (Kd = 1014–1016 M)30. Imobilizirane sonde DNA 
delujejo kot vaba, na katere lovimo interakcijske partnerje iz ustreznega vira proteinov. Ko se 
kompleksi protein–DNA vzpostavijo, odstranimo nevezano frakcijo in sprostimo tarčne proteine 
z DNA pod dovolj ostrimi pogoji. Specifične interakcijske partnerje identificiramo z MS28,31. 
Izvedba poskusa je prikazana na sliki 1.2. 
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Slika 1.2: Iskanje interakcijskih partnerjev DNA s testom ''pull-down''. Prikazane so ključne stopnje 
poskusa: (1) imobilizacija sonde DNA na nosilec, (2) vezava interakcijskih partnerjev iz proteinskega 
vzorca na imobilizirane sonde DNA in (3) njihova elucija, (4) ločevanje izoliranih proteinov z NaDS-PAGE 
in (5) identifikacija specifičnih proteinov z MS. A – standard, B – vzorec po eluciji, C – kontrolni vzorec, 
pri katerem uporabimo za izolacijo proteinov mutirano sondo DNA in s tem določimo, kateri izmed 
proteinov so se vezali nespecifično. 
 
Pomanjkljivost testa ''pull-down'' je, da omogoča le odkrivanje stabilnih in močnih interakcij. Pri 
tem je potrebno upoštevati, da lahko v neustreznih in vitro pogojih spregledamo tudi interakcije, 
ki navedeni zahtevi v in vivo pogojih sicer ustrezajo. Prav tako ne moremo izolirati interakcijskih 
partnerjev, ki se nahajajo v nestabilnih kompleksih in s sondo ne interagirajo neposredno. 
Interakcijske partnerje zlahka spregledamo, ko jih je v lizatu malo28,31.  
 
1.2.1.3 Prenos southwestern 
Prenos southwestern je enostavna in vitro metoda, pri kateri odkrivamo DNA-vezavne proteine s 
pomočjo označene sonde DNA po prenosu proteinov na membrano32. 
 
Ker vir proteinov ločimo na gelu pod denaturirajočimi pogoji, nastanek kompleksa protein–DNA 
pa je mogoč le v primeru, da je protein v nativni konformaciji, moramo proteine pred prenosom 
na membrano renaturirati. To storimo z namakanjem gela v pufru z ureo, s čimer odstranimo 
detergent NaDS in spodbudimo ponovno zvijanje proteinov. Za boljšo ločbo proteinskega vzorca 
lahko izvedemo 2D-gelsko elektroforezo32,33. Celoten potek metode je na sliki 1.3. 
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Slika 1.3: Prenos southwestern. Prikazane so ključne stopnje pri izvedbi poskusa: (1) ločevanje proteinov 
pod denaturirajočimi pogoji, (2) njihova renaturacija, (3) prenos na membrano in (4) detekcija DNA-
vezavnih proteinov s sondo DNA. A – standard velikosti, B – analizirani vzorec. 
 
Prednost prenosa southwestern je, da lahko isti vzorec na membrani analiziramo z več različnimi 
sondami DNA, ključna omejitev pa je nepopolna renaturacija proteinov, zaradi katere vezava 
sonde ni nujno mogoča. Zaradi disociacije proteinskih kompleksov med elektroforezo je 
preprečena tudi vezava sonde na proteinske partnerje, ki so sestavljeni iz več podenot34–36. 
Omenjeni omejitvi se lahko izognemo z ločitvijo proteinov pod nativnimi pogoji37. 
 
1.2.2 Kromatinska imunoprecipitacija 
Kromatinska imunoprecipitacija se uporablja za iskanje nukleotidnega mesta vezave (lahko jih je 
več) znanega DNA-vezavnega proteina. Temelji na in vivo uporabi prečnega povezovalca, s 
katerim kovalentno povežemo proteine in DNA, nato pa kromatin nespecifično razbijemo na 
fragmente z uporabo ultrazvoka ali s pomočjo nukleaze. Tarčne komplekse protein–DNA 
izoliramo iz vzorca s pomočjo imobiliziranih protiteles proti proteinskemu interakcijskemu 
partnerju, iz izoliranega kompleksa sprostimo DNA oz. razgradimo proteinski del kompleksov s 
proteazo in določimo iskano zaporedje DNA (slika 1.4)15.  
 
1
A B
A B
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Slika 1.4: Kromatinska imunoprecipitacija. Ključni koraki pri izvedbi metode so: (1) in vivo zamreženje 
kromatina s prečnim povezovalcem, (2) nespecifična fragmentacija kromatina, (3) izolacija tarčnih 
kompleksov s pomočjo imobiliziranih protiteles in (4) sprostitev in analiza vezane DNA. 
 
Zamreženje s prečnimi povezovalci omogoča odkrivanje šibkih in prehodnih interakcij, pri čemer 
moramo tarčne komplekse po zamreženju iz vzorca izolirati. To je v primeru poznavanja 
nukleotidnega partnerja kompleksa protein–DNA zaenkrat mogoče le v redkih primerih, ko lahko 
s protitelesi izoliramo nekatere štirivijačne strukture DNA38–41. 
 
1.2.3 Metode označevanja bližnjih molekul 
Metode označevanja bližnjih molekul sklopljene z MS omogočajo preučevanje prostorsko 
omejenih interaktomov. Gre za relativno nov princip in vivo odkrivanja medproteinskih interakcij, 
ki se hitro razvija in je v zadnjem času pomembno doprinesel k razumevanju bioloških procesov. 
Vsem metodam je skupna uporaba encima, ki ga izrazimo v fuziji s preiskovanim proteinom. 
Encim ob dodatku ustreznega reagenta tvori reaktivne molekule, ki se vežejo na proteine v bližini. 
Tako označene proteine izoliramo s pomočjo afinitetne kromatografije in identificiramo z MS42.  
 
Prednost metod je, da označevanje proteinov ni pogojeno z močjo interakcije, kar omogoča 
zaznavo šibko in prehodno vezanih interakcijskih partnerjev. V primeru, da je interakcijski 
partner kompleks proteinov, so označeni tudi tisti proteini, ki s preučevanim proteinom ne tvorijo 
neposrednih interakcij42.  
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Eden izmed načinov označevanja je biotinilacija s pomočjo mutant biotin ligaze BirA iz 
organizma E. coli – BioID, BioID2, TurboID in miniTurboID43–45. Mutante se razlikujejo v 
kinetičnih lastnostih in omogočajo uporabo v različnih celičnih sistemih. Biotin ligaze so v osnovi 
zelo specifične46 in katalizirajo dvostopenjsko reakcijo: (1) nastanek reaktivnega intermediata 
biotinil-5'-AMP iz molekule biotina in ATP, ki mu sledi (2) prenos biotina na ε-amino skupino 
specifičnega lizinskega ostanka na tarčnem proteinu. Mutirane različice BirA intermediata 
biotinil-5'-AMP ne vežejo stabilno, zato se reaktivni intermediat po nastanku spontano sprosti iz 
encima in deluje kot reagent za biotinilacijo lizinskih ostankov v bližini47. Princip delovanja 
metode je prikazan na sliki 1.5. 
 
 
Slika 1.5: Metoda označevanje bližnjih molekul s pomočjo biotin ligaze. Ključne stopnje poskusa so: 
(1) priprava nukleotidnega zapisa za fuzijo preučevanega proteina z biotin ligazo, ki ga vnesemo v celice 
in fuzijski protein izrazimo, (2) izvedba biotinilacije in vivo, ki jo sprožimo z dodatkom biotina (rumen 
krog), (3) izolacija biotiniliranih proteinov s testom ''pull-down'', (4) ločevanje izoliranih proteinov na gelu 
ter (5) identifikacija in analiza specifično vezanih proteinov z MS. A – standard velikosti, B – izolirani 
biotinilirani proteini, C – kontrolni poskus, s katerim določimo ozadje zaradi nespecifične biotinilacije. 
 
Ker biotinil-5'-AMP reagira z naključnim lizinom v bližini, je nespecifično označenih proteinov 
veliko. To lahko zakrije biološko relevantne interakcije, kadar primerjamo testni in kontrolni 
vzorec na gelu po ločevanju z NaDS-PAGE. Pri identifikaciji specifičnih interakcij si lahko 
pomagamo s katero izmed metod kvantitativne MS, kot je metoda izotopskega označevanja 
vzorcev v kulturi (ang. Stable isotope labeling by amino acids in cell culture, SILAC). Temelji na 
pripravi testnega in kontrolnega vzorca, pri čemer vsebuje eden izmed njiju izotopsko označene 
proteine. Vzorca za analizo z MS združimo, tako da lahko neposredno primerjamo relativne 
razlike v količinah biotiniliranih proteinov v posameznem vzorcu48. 
1 2
3
45
A B C
Andreja Habič: Razvoj sistema za iskanje interakcijskih partnerjev DNA 
8 
 
1.3 Primeri interakcij protein–DNA 
1.3.1 Kompleks p53–GADD 
Kompleks p53–GADD predstavlja primer dobro preučene prehodne interakcije protein–DNA, 
regulirane s posttranslacijskimi modifikacijami. p53 je vključen v procese nadzorovanja celičnega 
cikla, apoptoze in popravljanja DNA in se v odsotnosti stresa nahaja v citoplazmi49–53. V jedro se 
prenese pri različnih vrstah celičnega stresa, kot so oksidativni stres, sevanje γ, sevanje UVB, 
prečno povezovanje DNA, hipoksija in pomanjkanje nukleotidov54–58.  
 
Po prenosu v jedro p53 tetramerizira in deluje kot transkripcijski faktor. Prepoznavnih mest za 
vezavo p53 je več, vsem pa sta skupni vsaj dve ponovitvi zaporedja 5'-RRRCWWGYYY-3'  
(C – citozin, G – gvanin, R – purin, Y – pirimidin, W – adenin ali timin), ločeni z zaporedjem 
dolžine 0–13 bp59,60. Vezava tetramera je najbolj učinkovita v primeru, ko je vmesno zaporedje 
dolgo 0 ali 1 bp – primer takšnega zaporedja je GADD iz promotorske regije gena Gadd45, ki ga 
sestavljata dve zaporedni ponovitvi ohranjenega zaporedja61,62. 
 
1.3.2 Kvadrupleks VK2 
Štirivijačne strukture sodelujejo prek interakcij s proteini v številnih celičnih procesih in so 
pomembne pri načrtovanju zdravil63–67. Leta 2014 sta Kocman in Plavec odkrila novo obliko 
štirivijačne DNA, AGCGA-kvadrupleks VK268,69, ki se nahaja v promotorski regiji gena 
PLEKHG3 v človeškem genomu. Protein PLEKHG3 sodeluje pri celičnih procesih, ki so 
povezani z nastankom dendritov in aksonov živčnih celic, in je na seznamu potencialnih 
kandidatnih genov, ki prispevajo k tveganju za razvoj avtizma70–72. Mutacije v nukleotidnem 
zaporedju VK2 vplivajo na dolžino 5'-neprevedene regije mRNA PLEKHG369, kar nakazuje na 
pomen strukture v procesu transkripcije in s tem na morebitne interakcije s proteini, ki pa še niso 
bile preučene.  
 
 
 
  
NAMEN DELA 
 
9 
 
2 NAMEN DELA 
 
Namen diplomskega dela je bil razvoj novega pristopa za iskanje interakcijskih partnerjev znane 
sekundarne strukture oz. zaporedja DNA, ki bi nam omogočil iskanje ne le stabilnih in močnih 
interakcijskih partnerjev, temveč tudi šibkih in prehodnih. Pri tem smo želeli, da je pristop 
uporaben tako v in vitro kot v in vivo pogojih. 
 
Naša hipoteza je bila, da lahko zasnovani trikomponentni sistem uporabimo za detekcijo 
prehodnega interakcijskega partnerja nukleotidnega zaporedja GADD, p53, in jo nadaljnje 
uporabimo za iskanje interakcijskih partnerjev kvadrupleksa VK2. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
3.1.1 Materiali pri delu z nukleinskimi kislinami 
3.1.1.1 Izhodiščna DNA 
Pri pripravi zapisa za fuzijska proteina Tus-link72-TurboID in GAL4(1–147)-link45-sfGFP ter 
sintetičnega nukleotidnega zaporedja F-p53 smo izhajali iz vektorjev, ki so navedeni v tabeli 3.1. 
 
Tabela 3.1: Matrice, ki smo jih uporabili pri kloniranju fuzij Tus-link72-TurboID in GAL4(1–147)-
link45-sfGFP, in pomnožena zaporedja. 
matrica vir pomnoženo zaporedje 
Tus pGST-//  
John Lis,  
Addgene plazmid #53305 
Tus 
3xHA-TurboID-
NLS_pCDNA3 
Alice Ting,  
Addgene plazmid # 107171 
TurboID 
N114 nLV EF-1a-Gal4-
VP16-PGK-Puro 
Jerry Crabtree,  
Addgene plazmid # 44014 
GAL4(1–147) 
pcDNA3.1/myc-His B  
z vključkom sfGFP-EpFL 
pripravil dr. Aljaž Gaber,  
UL FKKT 
sfGFP 
Andreja_elements GenScript, ZDA 
Tus-3'-link72-5'-TurboID,  
GAL4(1-147)-3'-link45-5'-sfGFP,  
F-p53 
 
Priložene so vektorske karte plazmidov Tus pGST-// (slika 3.1), 3xHA-TurboID-NLS_pCDNA3 
(slika 3.2) in N114 nLV EF-1a-Gal4-VP16-PGK-Puro (slika 3.3).  
 
Vektor Andreja_elements (slika 3.4) je plazmid pUC57 z vstavljenim sintetičnim zaporedjem 
DNA. Vsebuje komponente za sestavljanje nukleotidnih zapisov za rekombinantna fuzijska 
proteina Tus-link72-TurboID in GAL4(1–147)-link45-sfGFP, zapis za fuzijsko zaporedje DNA  
F-p53 in regije, ki so potrebne pri pripravi sistema za iskanje interakcijskih partnerjev DNA  
in vivo ter za iskanje interakcijskih partnerjev kvadrupleksa VK2. 
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Slika 3.1: Vektorska karta plazmida Tus pGST-//. Z vektorja smo pomnožili zapis za DNA-vezavni 
protein Tus (rdeča puščica). 
 
 
Slika 3.2: Vektorska karta plazmida 3xHA-TurboID-NLS_pCDNA3. Z vektorja smo pomnožili zapis 
za biotin ligazo TurboID (rumena puščica).  
 
MATERIALI IN METODE 
 
13 
 
  
Slika 3.3: Vektorska karta plazmida N114 nLV EF-1a-Gal4-VP16-PGK-Puro. Z vektorja smo 
pomnožili GAL4 DNA binding domain – 147 ak dolg N-končni fragment Gal4, ki vključuje DNA-vezavno 
domeno in domeno za dimerizacijo (modra puščica). 
 
 
Slika 3.4: Vektorska karta plazmida Andreja_elements. Vektor pUC57 z vstavljenim sintetičnim 
zaporedjem DNA. Pomnožili smo GAL4(1-147)-3'-link45-5'-sfGFP – zapis za povezovalno zaporedje 
link45 s 5'- in 3'-končnima zaporedjema za sestavljanje fuzije GAL4(1–147)-link45-sfGFP, Tus-3'-link72-
5'-TurboID – zapis za povezovalno zaporedje link72 s 5'- in 3'-končnima zaporedjema za sestavljanje fuzije 
Tus-link72-TurboID in F-p53 – fuzijsko zaporedje DNA, ki vsebuje prepoznavno mesto DNA-vezavnega 
proteina p53. 
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Celotna fuzijska nukleotidna in aminokislinska zaporedja rekombinantnih proteinov Tus-link72-
TurboID in GAL4(1–147)-link45-sfGFP za izražanje v bakterijskih celicah so prikazana in 
označena na slikah 3.5 in 3.6.  
 
A 
GAACATATGGCGCGTTACGATCTCGTAGACCGACTCAACACTACCTTTCGCCAGATGGAACAAGAGCTGG
CTATATTTGCCGCTCATCTTGAGCAACACAAGCTATTGGTTGCCCGCGTGTTCTCTTTGCCGGAGGTAAA
AAAAGAGGATGAGCATAATCCGCTTAATCGTATTGAGGTAAAACAACATCTCGGCAACGACGCGCAGTCG
CTGGCGTTGCGTCATTTCCGCCATTTATTTATTCAACAACAGTCCGAAAATCGCAGCAGCAAGGCCGCTG
TCCGTCTGCCTGGCGTGTTGTGTTACCAGGTCGATAACCTTTCGCAAGCAGCGTTGGTCAGTCATATTCA
GCACATCAATAAACTCAAGACCACGTTCGAGCATATCGTCACGGTTGAATCAGAACTCCCCACCGCGGCA
CGTTTTGAATGGGTGCATCGTCATTTGCCGGGGCTGATCACCCTTAATGCTTACCGCACGCTCACCGTTC
TGCACGACCCCGCCACTTTACGCTTTGGTTGGGCTAATAAACATATCATTAAGAATTTACATCGTGATGA
AGTCCTGGCACAGCTGGAAAAAAGCCTGAAATCACCACGCAGTGTCGCACCGTGGACGCGCGAGGAGTGG
CAAAGAAAACTGGAGCGAGAGTATCAGGATATCGCTGCCCTGCCACAGAACGCGAAGTTAAAAATCAAAC
GTCCGGTGAAGGTGCAGCCGATTGCCCGCGTCTGGTACAAAGGAGATCAAAAACAAGTCCAACACGCCTG
CCCTACACCACTGATTGCACTGATTAATCGGGATAATGGCGCGGGCGTGCCGGACGTTGGTGAGTTGTTA
AATTACGATGCCGACAATGTGCAGCACCGTTATAAACCTCAGGCGCAGCCGCTTCGTTTGATCATTCCAC
GGCTGCACCTGTATGTTGCAGATGGTGGAGGAGGTTCTGGAGGCGGTGGAAGTGGTGGCGGAGGTAGCGG
TGGAGGAGGTTCTGGAGGCGGTAGTGCTAGCAAAGACAATACTGTGCCTCTGAAGCTGATCGCTCTCCTG
GCTAATGGCGAGTTCCATAGTGGCGAACAGCTGGGAGAAACCCTGGGCATGTCCAGGGCCGCTATCAACA
AGCACATTCAGACTCTGCGCGACTGGGGCGTGGACGTGTTCACCGTGCCCGGAAAGGGCTACTCTCTGCC
CGAGCCTATCCCGCTGCTGAACGCTAAACAGATTCTGGGACAGCTGGACGGCGGGAGCGTGGCAGTCCTG
CCTGTGGTCGACTCCACCAATCAGTACCTGCTGGATCGAATCGGCGAGCTGAAGAGTGGGGATGCTTGCA
TTGCAGAATATCAGCAGGCAGGGAGAGGAAGCAGAGGGAGGAAATGGTTCTCTCCTTTTGGAGCTAACCT
GTACCTGAGTATGTTTTGGCGCCTGAAGCGGGGACCAGCAGCAATCGGCCTGGGCCCGGTCATCGGAATT
GTCATGGCAGAAGCGCTGCGAAAGCTGGGAGCAGACAAGGTGCGAGTCAAATGGCCCAATGACCTGTATC
TGCAGGATAGAAAGCTGGCAGGCATCCTGGTGGAGCTGGCCGGAATAACAGGCGATGCTGCACAGATCGT
CATTGGCGCCGGGATTAACGTGGCTATGAGGCGCGTGGAGGAAAGCGTGGTCAATCAGGGCTGGATCACA
CTGCAGGAAGCAGGGATTAACCTGGACAGGAATACTCTGGCCGCTACGCTGATCCGAGAGCTGCGGGCAG
CCCTGGAACTGTTCGAGCAGGAAGGCCTGGCTCCATATCTGCCACGGTGGGAGAAGCTGGATAACTTCAT
CAATAGACCCGTGAAGCTGATCATTGGGGACAAAGAGATTTTCGGGATTAGCCGGGGGATTGATAAACAG
GGAGCCCTGCTGCTGGAACAGGACGGAGTTATCAAACCCTGGATGGGCGGAGAAATCAGTCTGCGGTCTG
CCGAAAAGGAATTCAGCAGGGCCGACCATCACCATCATCATCATTAGGGAAGCTTGGG 
 
B 
MARYDLVDRLNTTFRQMEQELAIFAAHLEQHKLLVARVFSLPEVKKEDEHNPLNRIEVKQHLGNDAQSLA
LRHFRHLFIQQQSENRSSKAAVRLPGVLCYQVDNLSQAALVSHIQHINKLKTTFEHIVTVESELPTAARF
EWVHRHLPGLITLNAYRTLTVLHDPATLRFGWANKHIIKNLHRDEVLAQLEKSLKSPRSVAPWTREEWQR
KLEREYQDIAALPQNAKLKIKRPVKVQPIARVWYKGDQKQVQHACPTPLIALINRDNGAGVPDVGELLNY
DADNVQHRYKPQAQPLRLIIPRLHLYVADGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGSASKDNTVPLKLIALLAN
GEFHSGEQLGETLGMSRAAINKHIQTLRDWGVDVFTVPGKGYSLPEPIPLLNAKQILGQLDGGSVAVLPV
VDSTNQYLLDRIGELKSGDACIAEYQQAGRGSRGRKWFSPFGANLYLSMFWRLKRGPAAIGLGPVIGIVM
AEALRKLGADKVRVKWPNDLYLQDRKLAGILVELAGITGDAAQIVIGAGINVAMRRVEESVVNQGWITLQ
EAGINLDRNTLAATLIRELRAALELFEQEGLAPYLPRWEKLDNFINRPVKLIIGDKEIFGISRGIDKQGA
LLLEQDGVIKPWMGGEISLRSAEKEFSRADHHHHHH 
Slika 3.5: A – Nukleotidno zaporedje B_Tus-link72-TurboID. Podčrtani sta restrikcijski mesti za NdeI 
(CATATG) in HindIII (AAGCTT), z roza je označeno zaporedje Tus, s črno povezovalno zaporedje link72, 
z rumeno zaporedje TurboID, s sivo zapis za heksahistidinski podaljšek in z oranžno končni kodon.  
B – Ak-zaporedje rekombinantnega fuzijskega proteina Tus-link72-TurboID. Barvne oznake 
ustrezajo oznakam nukleotidnega zaporedja. 
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A 
GGCCATATGAAGCTACTGTCTTCTATCGAACAAGCATGCGATATTTGCCGACTTAAAAAGCTCAAGTGCT
CCAAAGAAAAACCGAAGTGCGCCAAGTGTCTGAAGAACAACTGGGAGTGTCGCTACTCTCCCAAAACCAA
AAGGTCTCCGCTGACTAGGGCACATCTGACAGAAGTGGAATCAAGGCTAGAAAGACTGGAACAGCTATTT
CTACTGATTTTTCCTCGAGAAGACCTTGACATGATTTTGAAAATGGATTCTTTACAGGATATAAAAGCAT
TGTTAACAGGATTATTTGTACAAGATAATGTGAATAAAGATGCCGTCACAGATAGATTGGCTTCAGTGGA
GACTGATATGCCTCTAACATTGAGACAGCATAGAATAAGTGCGACATCATCATCGGAAGAGAGTAGTAAC
AAAGGTCAAAGACAGTTGACTGTATCGGGTGGAGGAGGTTCTGGAGGCGGTGGAAGTGGTGGCGGAGGTA
GCTCAAAAGGAGAAGAGCTGTTCACAGGTGTTGTGCCGATTCTCGTTGAGCTTGACGGAGATGTAAACGG
ACACAAATTCTCTGTTCGCGGTGAAGGTGAAGGAGATGCAACAAACGGCAAGCTGACATTGAAGTTTATT
TGCACAACTGGAAAGCTGCCGGTTCCTTGGCCGACACTTGTAACGACGCTGACTTACGGCGTTCAATGCT
TCTCTCGTTATCCAGACCACATGAAACGCCATGATTTCTTCAAATCTGCAATGCCTGAAGGCTACGTTCA
AGAGCGTACGATCAGCTTCAAAGATGACGGAACGTACAAAACAAGAGCAGAAGTGAAGTTTGAAGGTGAC
ACACTTGTGAACCGCATTGAATTGAAAGGCATTGATTTCAAAGAAGATGGAAACATCCTTGGACACAAAC
TTGAATACAACTTCAACAGCCACAACGTATACATCACTGCTGACAAACAAAAAAACGGCATCAAAGCAAA
CTTCAAAATCCGTCATAACGTAGAGGACGGTTCTGTTCAGCTTGCTGATCATTATCAGCAAAATACACCG
ATCGGTGACGGCCCGGTTCTTCTTCCTGATAACCATTATTTATCAACTCAAAGCGTATTATCAAAAGACC
CAAATGAAAAGCGTGACCACATGGTGCTGCTTGAATTTGTGACAGCTGCTGGTATCACTCACGGCATGGA
TGAGCTTTATAAGCATCACCATCATCATCATTAGGGAAGCTTGGG 
 
B 
MKLLSSIEQACDICRLKKLKCSKEKPKCAKCLKNNWECRYSPKTKRSPLTRAHLTEVESRLERLEQLFLL
IFPREDLDMILKMDSLQDIKALLTGLFVQDNVNKDAVTDRLASVETDMPLTLRQHRISATSSSEESSNKG
QRQLTVSGGGGSGGGGSGGGGSSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVRGEGEGDATNGKLTLKFICT
TGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTISFKDDGTYKTRAEVKFEGDTL
VNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNFNSHNVYITADKQKNGIKANFKIRHNVEDGSVQLADHYQQNTPIG
DGPVLLPDNHYLSTQSVLSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYKHHHHHH 
Slika 3.6: A – Nukleotidno zaporedje B_GAL4(1–147)-link45-sfGFP. Podčrtani sta restrikcijski mesti 
za NdeI (CATATG) in HindIII (AAGCTT), z modro je označeno N-končno zaporedje transkripcijskega 
faktorja Gal4, s črno povezovalno zaporedje link45, z zeleno zaporedje sfGFP, s sivo zapis za 
heksahistidinski podaljšek in z oranžno končni kodon. B – Ak-zaporedje rekombinantnega fuzijskega 
proteina GAL4(1–147)-link45-sfGFP. Barvne oznake ustrezajo oznakam nukleotidnega zaporedja. 
 
Iz vektorja Andreja_elements (slika 3.4) smo pomnožili tudi nukleotidno fuzijsko zaporedje  
F-p53, katerega zaporedje je prikazano in označeno na sliki 3.7. 
 
ATTACTAGAGTGCCGCTCGGAGGACTGTCCTCCGCAGTGTACTCAGTTCTATAAAGTATGTTGTAACTAA
CAGTGTACTCAGTTCTATAAGAACATGTCTAAGCATGCTGCGACGTCTGAATTCTGACAT 
Slika 3.7: Nukleotidno fuzijsko zaporedje F-p53. Z modro je označeno zaporedje UASGAL – vezavno 
mesto DNA-vezavnega proteina Gal4, z roza zaporedje Ter – vezavno mesto proteina Tus, z vijolično 
zaporedje GADD – vezavno mesto proteina p53 in s sivo restrikcijsko mesto EcoRI. Neoznačena mesta 
predstavljajo nespecifična nukleotidna zaporedja. 
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3.1.1.2 Začetni oligonukleotidi 
V tabeli 3.2 so navedena imena in nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov, ki smo jih 
uporabili za pripravo nukleotidnih zapisov za rekombinantna fuzijska proteina Tus-link72-
TurboID in GAL4(1–147)-link45-sfGFP.  
 
Tabela 3.2: Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za pripravo nukleotidnih zapisov za 
rekombinantna fuzijska proteina Tus-link72-TurboID in GAL4(1–147)-link45-sfGFP. Služili so nam 
za (a) pomnoževanje posameznih delov fuzije, (b) pomnoževanje celotnega nukleotidnega fuzijskega 
zaporedja za izražanje v bakterijskih celicah in (c) izvedbo PCR na osnovi kolonije in preveritev pravilnosti 
nukleotidnega zaporedja. 
 oznaka nukleotidno zaporedje (5'- proti 3'-koncu) 
Tus-link72-TurboID 
a SL-TUS-F CGTCGACGAGCTCACTAGTCGCGGCCATGGCGCGTTACGATCTC 
TUS-R ATCTGCAACATACAGGTGCAGCCGTG 
TUS-3F CACGGCTGCACCTGTATGTTGCAGAT 
TURBO-5R GAGGCACAGTATTGTCTTTGCTAGC 
TURBO-F GCTAGCAAAGACAATACTGTGCCTC 
TURBO-HIS-R CGGCCCTAATGATGATGATGGTGATGGTCGGCCCTGCTGAATTC 
LIC-stop-his-PH-R  TGCAGGCTCTAGATTCGAAAGCGGCCCTAATGATGATGATG  
b B_TUS-F GAACATATGGCGCGTTACGATCT 
B_HIS-R CCCAAGCTTCCCTAATGATGATGATGGTGATG 
c Seq_TUS-F CATCGTGATGAAGTCCTG 
pFastBacF  GGATTATTCATACCGTCCCA  
pFastBacR  CCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATT  
T7-promoter TAATACGACTCACTATAGG 
T7-terminator CCGCTGAGCAATAACTAGC 
GAL4(1–147)-link45-sfGFP 
a SL-GAL4-F CGTCGACGAGCTCACTAGTCGCGGCCATGAAGCTACTGTCTTC 
 GAL4-R CGATACAGTCAACTGTCTTTGACCTTTG 
 GAL4-3F CAAAGGTCAAAGACAGTTGACTGTATCG 
 SFGFP-5R CCTGTGAACAGCTCTTCTCCTTTTGA 
 SFGFP-F TCAAAAGGAGAAGAGCTGTTCACAGG 
 SFGFP-HIS-R CGGCCCTAATGATGATGATGGTGATGCTTATAAAGCTCATCCATG 
 LIC-stop-his-PH-R  TGCAGGCTCTAGATTCGAAAGCGGCCCTAATGATGATGATG  
b B_GAL4-F GGCCATATGAAGCTACTGTCTTCTATCGA 
 B_HIS-R CCCAAGCTTCCCTAATGATGATGATGGTGATG 
— nadaljevanje tabele na naslednji strani — 
MATERIALI IN METODE 
 
17 
 
— nadaljevanje tabele — 
c pFastBacF  GGATTATTCATACCGTCCCA  
 pFastBacR  CCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATT  
 T7-promotor TAATACGACTCACTATAGG 
 T7-terminator CCGCTGAGCAATAACTAGC 
 
V tabeli 3.3 sta navedeni imeni in zaporedji začetnih oligonukleotidov, s katerima smo pomnožili 
sintetično zaporedje DNA F-p53.  
 
Tabela 3.3: Začetna oligonukleotida, ki smo ju uporabili za pomnoževanje zaporedja F-p53.  
oznaka nukleotidno zaporedje (5'- proti 3'-koncu) 
p53-F ATTACTAGAGTGCCGCT 
p53-R TCCGAGCGGCACTCTAGTAATATGTCAGAATTCAGACGTCGCAG 
 
3.1.1.3 Materiali pri verižni reakciji s polimerazo 
Za izdelavo fuzij in pomnoževanje F-p53 smo uporabljali polimerazo Phusion, za preverjanje 
uspešnosti ligacije pa polimerazo Taq (tabela 3.4).  
 
Tabela 3.4: Materiali, ki smo jih uporabljali pri PCR.  
metoda komponente 
PCR za izdelavo fuzij in 
pomnoževanje F-p53 
DNA-polimeraza Phusion (2 U/μl) (Thermo Fisher Scientific, ZDA),  
5× pufer Phusion HF (Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
10 mM mešanica dNTP (Fermentas, Latvija) 
PCR na osnovi kolonije GoTaq® Green Master Mix (Promega Corporation, ZDA) 
 
Verižno reakcijo s polimerazo (PCR) smo izvajali z napravama Veriti® 96-Well Thermal Cycler 
(Applied Biosystems, ZDA) in GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems, ZDA). 
 
3.1.1.4 Materiali pri agarozni gelski elektroforezi 
Agarozno gelsko elektroforezo (AGE) smo izvajali v elektroforeznih kadičkah različnih velikosti 
iz linije produktov Owl Separation Systems (Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
 
Andreja Habič: Razvoj sistema za iskanje interakcijskih partnerjev DNA 
18 
 
Za pripravo agaroznih gelov smo uporabljali agarozo (Sigma Aldrich, ZDA), etidijev bromid 
(Sigma Aldrich, ZDA) in pufer TAE (40 mM Tris, pH 8,0, 20 mM ocetna kislina, 1 mM EDTA). 
Vzorcem smo pred nanosom na gel dodali 6× nanašalni pufer (0,25-odstoten (w/v) ksilencianol, 
0,25-odstotno (w/v) bromfenol modro, 15-odstoten (w/v) fikol tip 4000, 120 mM EDTA).  
 
Za določevanje velikosti komponent vzorcev smo uporabljali velikostna standarda GeneRuler  
1 kbp Ladder (Thermo Fisher Scientific, ZDA) in GeneRuler 100 bp Ladder (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA). 
 
Rezultate smo opazovali z aparaturo za slikanje gelov MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging Systems, 
Izrael). 
 
3.1.1.5 Kompleti reagentov za izolacijo DNA 
Plazmidno DNA smo izolirali iz prekonočnih bakterijskih kultur s kompletom reagentov 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, ZDA).  
 
Za izolacijo DNA iz agaroznega gela smo uporabljali komplet reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction 
Kit (Omega Bio-tek, ZDA). 
 
3.1.1.6 Materiali pri metodi SLiCE 
Za metodo SLiCE smo uporabili 10× pufer SLiCE (500 mM Tris, pH 7,5, 100 mM MgCl2,  
10 mM ATP, 10 mM DTT), lineariziran vektor pFastBac™1, ekstrakt SLiCE in sestavljena zapisa 
za fuziji Tus-link72-TurboID in GAL4(1–147)-link45-sfGFP. Vektor pFastBac™1 je z restriktazo 
NotI lineariziral dr. Aljaž Gaber, UL FKKT. Pripravil je tudi ekstrakt SLiCE, in sicer iz celic  
E. coli PPY po postopku, ki je opisan v literaturi73.  
 
3.1.1.7 Materiali pri restrikciji in ligaciji v pET-22b(+) 
Za restrikcijo smo uporabili vektor pET-22b(+), sestavljena zapisa za fuzijska proteina B_Tus-
link72-TurboID in B_GAL4(1–147)-link45-sfGFP, restriktazi NdeI (10 U/µl) (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA) in HindIII (10 U/µl) (Thermo Fisher Scientific, ZDA) ter 10× pufer R (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA).  
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Za ligacijo vključkov v vektor smo potrebovali DNA-ligazo bakteriofaga T4 (5 U/µl) (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA) in 10× pufer za DNA-ligazo T4 (Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
 
3.1.2 Materiali pri delu z bakterijskimi celicami 
3.1.2.1 Uporabljeni bakterijski sevi  
Plazmid N114 nLV EF-1a-Gal4-VP16-PGK-Puro (Jerry Crabtree, Addgene plazmid # 44014) 
smo namnožili in izolirali iz bakterijskega seva Escherichia coli Stbl3, Tus pGST-// (John Lis, 
Addgene plazmid #53305) pa iz seva Escherichia coli DH5α. 
 
Za kloniranje, nadaljnje pomnoževanje in hranjenje plazmidov v obliki trajnih kultur smo 
uporabljali bakterijski sev Escherichia coli DH5α, za izražanje fuzijskih proteinov pa sev 
Escherichia coli BL21[DE3]pLysS. 
 
Uporabljeni bakterijski sevi so opisani v tabeli 3.5. 
 
Tabela 3.5: Genotipi uporabljenih bakterijskih sevov. 
bakterijski sev genotip 
Stbl3  
F– mcrB mrr hsdS20(rB–, mB–) recA13 supE44 ara-14 galK2 lacY1  
proA2 rpsL20(StrR) xyl-5 λ– leu mtl-1 
DH5α 
F– φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(rK–, mK+)  
phoA supE44 λ– thi-1 gyrA96 relA1 
BL21(DE3)pLysS F– ompT hsdSB (rB–, mB–) gal dcm (DE3) pLysS(CamR) 
 
3.1.2.2 Gojišča za bakterijske celice 
Bakterije smo gojili na trdnih ali v tekočih gojiščih LB z dodanim/a antibiotikom/a. 
 
Tekoče gojišče LB smo pripravili iz 5 g kvasnega ekstrakta, 10 g kazeinskega hidrolizata in 10 g 
NaCl v dH2O do končnega volumna 1 l in umerili vrednost pH na 8,0. Za trdno gojišče smo 
tekočemu gojišču dodali še 20 g agarja. Antibiotik/a smo dodali po končanem avtoklaviranju, in 
sicer do končne koncentracije 100 μg/ml (ampicilin) oz. 50 μg/ml (kloramfenikol). 
 
Andreja Habič: Razvoj sistema za iskanje interakcijskih partnerjev DNA 
20 
 
Za indukcijo izražanja fuzijskih proteinov smo tekočemu mediju dodali IPTG do končne 
koncentracije 1 mM. 
 
Za pripravo trajnih bakterijskih kultur smo potrebovali sterilen 80-odstotni (v/v) glicerol v vodi. 
 
3.1.2.3 Materiali pri pripravi bakterijskih lizatov 
Za pripravo bakterijskih lizatov smo pri poskusnem izražanju potrebovali pufer TE (10 mM Tris-
HCl, pH 8, 0,1 mM EDTA), pri izražanju fuzij v večjem merilu pa pufer Tris/NaCl (50 mM Tris-
HCl, pH 8, 300 mM NaCl). 
 
Za filtracijo lizatov pred čiščenjem smo uporabili filter Minisart NML s celulozno acetatno 
membrano s porami premera 0,45 μm (Sartorius, Nemčija). 
 
3.1.3 Materiali pri delu s sesalskimi celicami 
Za eksperimente smo uporabljali celično linijo človeških zarodnih ledvičnih celic HEK 293T 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
 
Celice smo gojili na ploščah premera 100 mm v mediju cDMEM (medij DMEM (Gibco, ZDA) z 
dodanim 10-odstotnim FBS (Sigma Aldrich, ZDA) in 1-odstotnim Pen-Strep (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA)). 
 
Oksidativni stres smo izvedli s H2O2 BELOX 30 (Belinka, Slovenija). 
 
3.1.3.1 Materiali pri pripravi lizatov iz celične kulture HEK 293T 
Za pripravo lizatov smo potrebovali celice HEK 293T, pufer PBS (1,7 mM KH2PO4, 10 mM 
Na2HPO4, pH 7,5, 135 mM NaCl, 2,7 mM KCl), pufer A, pufer B in pufer za redčenje (sestava je 
navedena v tabeli 3.6) ter mešanico inhibitorjev proteaz in fosfataz Halt™ Protease & 
Phosphatase Inhibitor Cocktail (100X) (Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
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Tabela 3.6: Sestava pufrov za pripravo jedrnih lizatov. pH vseh pufrov je 7,4. 
 komponenta 
 HEPES KCl MgCl2 DTT Nonidet P-40 (Roche, Švica) 
pufer A 10 mM 10 mM 1,5 mM 0,5 mM / 
pufer B  50 mM 400 mM 10 mM / 1-odstoten (v/v) 
pufer za redčenje 50 mM / 10 mM / 0,33-odstoten (v/v) 
 
3.1.4 Materiali pri delu s proteini 
3.1.4.1 Materiali pri poliakrilamidni gelski elektroforezi v prisotnosti NaDS 
Za poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti NaDS (NaDS-PAGE) smo uporabljali 
sistem za enodimenzionalno elektroforezo Mini Gel Tank (Invitrogen, ZDA). 
 
Za pripravo proteinskih vzorcev za nanos na gel smo uporabljali 4× NaDS-nanašalni pufer z 
reducentom (250 mM Tris, pH 6,8, 8-odstoten (w/v) NaDS, 300 mM DTT, 30-odstoten (v/v) 
glicerol, 0,02-odstoten (w/v) bromfenol modro). 
 
Za analizo vzorcev z NaDS-PAGE smo uporabljali 10-odstoten oz. 12,5-odstoten ločevalni gel 
ter 5-odstoten koncentracijski gel (tabela 3.7) v pufru NaDS (25 mM Tris in 192 mM glicin, pH 
8,3, 0,1-odstoten (w/v) NaDS). 
 
Tabela 3.7: Sestava gelov za NaDS-PAGE. Končni volumen ločevalnih gelov (10 % in 12,5 %) je 7 ml, 
koncentracijskega (5 %) pa 5 ml. 
 delež akrilamida v gelu 
komponenta 10 % 12,5 % 5 % 
dH2O  3,43 ml 2,99 ml 3,08 ml 
4× ločevalni pufer (1,5 M Tris, pH 8,8) 
4× koncentracijski pufer (0,5 M Tris, pH 6,8)  
1,75 ml 
/ 
1,75 ml 
/ 
/ 
1,25 ml 
40-odstoten (w/v) akrilamid-bisakrilamid  1,75 ml 2,19 ml 0,625 ml 
10-odstoten (w/v) NaDS  70 μl 70 μl 50 μl 
TEMED  10,5 μl 10,5 μl 7,5 μl 
10-odstoten (w/v) APS  21 μl 21 μl 15 μl 
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Pri delu smo uporabljali standarda velikosti Unstained Protein Molecular Weight Marker 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA) in Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
 
Za vizualizacijo proteinov v gelu smo uporabljali barvanje z barvilom Coomassie Brilliant Blue 
R250 (tabela 3.8). 
 
Tabela 3.8: Sestava raztopin, uporabljenih za barvanje gelov po končani NaDS-PAGE.  
komponenta  sestava  
raztopina A  
10-odstotna (v/v) ocetna kislina,  
60-odstoten (v/v) metanol,  
0,25-odstotno (w/v) barvilo Coomassie Brilliant Blue R250  
raztopina B  
5-odstoten (v/v) etanol,  
7-odstotna (v/v) ocetna kislina  
 
3.1.4.2 Materiali pri prenosu western in pri detekciji s proteinskimi sondami 
Prenos western smo izvajali z aparaturo za prenos western (Bio Rad, ZDA). 
 
Za izvedbo prenosa smo uporabljali filtrirni papir, polivinilidenfluoridno (PVDF) membrano 
ROTI-PVDF (Roth, Nemčija), metanol (Honeywell, Nemčija) in prenašalni pufer Towbin  
(25 mM Tris in 192 mM glicin, pH 8,4, 20-odstoten (v/v) metanol). 
 
Za imunodetekcijo heksahistidinske oznake smo uporabljali pufer PBS (10 mM Na2HPO4,  
1,7 mM KH2PO4, pH 7,5, 135 mM NaCl, 2,7 mM KCl), mleko v prahu (Pomurske mlekarne, 
Slovenija), Anti-His6-Peroxidase – mišja monoklonska protitelesa proti heksahistidinskemu 
podaljšku konjugirana s hrenovo peroksidazo (HRP) (založna koncentracija 50 U/ml) (Roche, 
Švica), H2O2 BELOX 30 (Belinka, Slovenija) in 3,3-diaminobenzidin tetrahidroklorid hidrat 
(DAB) (Sigma Aldrich, ZDA). 
 
Za detekcijo biotina in proteinov GAL4(1–147)-link45-sfGFP ter p53 smo uporabljali pufer PBST 
(PBS z dodanim 0,05-odstotnim detergentom Tween 20 (Sigma Aldrich, ZDA), BSA (Sigma 
Aldrich, ZDA), protitelesa oz. avidinsko sondo, ki so opisani v tabeli 3.9, in komplet za pripravo 
kemiluminiscentnega substrata za HRP Pierce® ECL Plus Western Blotting Substrate (Thermo 
Scientific, ZDA). 
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Tabela 3.9: Proteinske sonde, uporabljene po prenosu western. 
proteinska sonda založna koncentracija 
Avidin–Peroxidase – avidin konjugiran s HRP  
(Sigma Aldrich, ZDA) 
1 mg/ml 
primarna protitelesa Anti-GFP iz mišjih IgG1 κ, klona 7.1 in 13.1  
(Merck, Nemčija) 
0,4 mg/ml 
primarna protitelesa Anti-p53 iz mišjih IgG2a, klon BP53-12 (Merck 
Millipore, ZDA) 
1 mg/ml 
sekundarna protitelesa Peroxidase AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG + IgM 
(H+L); kozja proti mišjim, konjugirana s HRP 
0,8 mg/ml 
 
Za detekcijo kemiluminiscence smo uporabili aparaturo ChemiDoc™ MP Imaging System. 
 
3.1.4.3 Materiali pri izolaciji in čiščenju proteinov 
Za izolacijo in čiščenje proteinov smo uporabljali kromatografski sistem ÄKTA FPLC 
(Amersham Biosciences, VB) in različne kolone (tabela 3.10). 
 
Tabela 3.10: Kolone, ki smo jih uporabljali pri čiščenju rekombinantnih fuzijskih proteinov.  
kolona  proizvajalec  uporaba  
cOmplete His-Tag Purification  
Column (5 ml)  
Roche, Švica  nikljeva afinitetna kromatografija  
Bio Rad S2 (2 ml)  Bio Rad, ZDA  
ionskoizmenjevalna kromatografija  
(čiščenje Tus-link72-TurboID)  
Bio Rad Q2 (2 ml)  Bio Rad, ZDA  
ionskoizmenjevalna kromatografija  
(čiščenje GAL4(1–147)-link45-sfGFP)  
Sephadex 75  GE Healthcare, VB  gelska filtracija  
 
Za dializo vzorcev po nikljevi afinitetni kromatografiji smo uporabljali celulozno dializno 
membrano z izključitveno molekulsko maso 14 kDa (Sigma Aldrich). 
 
Za menjavo pufrov po ionskoizmenjevalni kromatografiji smo uporabili kolone za razsoljevanje 
PD-10 Desalting Column (GE Healthcare, VB). 
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Za koncentriranje smo uporabili filter za centrifugiranje Amicon Ultra (izključitvena molekulska 
masa 10 kDa) (Merck, ZDA). 
 
Pufri, ki smo jih uporabljali pri čiščenju rekombinantnih proteinov Tus-link72-TurboID in 
GAL4(1–147)-link45-sfGFP, so navedeni v tabeli 3.11.  
 
Tabela 3.11: Pufri, ki smo jih uporabili pri izolaciji in čiščenju Tus-link72-TurboID in GAL4(1–147)-
link45-sfGFP. 
uporaba pufer sestava  
Tus-link72-TurboID 
nikljeva afinitetna 
kromatografija 
vezavni pufer IMAC 50 mM Tris-HCl, pH 8, 300 mM NaCl  
elucijski pufer IMAC 
50 mM Tris-HCl, pH 8, 300 mM NaCl, 500 mM 
imidazol 
dializa dializni pufer 
50 mM HEPES, pH 7,4, 3 mM β-merkaptoetanol,  
20-odstoten (v/v) glicerol, 100 mM NaCl 
ionskoizmenjevalna 
kromatografija 
vezavni pufer IEX 
50 mM HEPES, pH 7,4, 3 mM β-merkaptoetanol,  
20-odstoten (v/v) glicerol, 100 mM NaCl 
elucijski pufer IEX 
50 mM HEPES, pH 7,4, 3 mM β ME, 20-odstoten 
(v/v) glicerol, 1 M NaCl 
gelska filtracija pufer SEC 50 mM HEPES, pH 7,4, 1 mM DTT, 100 mM NaCl 
GAL4(1–147)-link45-sfGFP 
nikljeva afinitetna 
kromatografija 
vezavni pufer IMAC 50 mM Tris-HCl, pH 8, 300 mM NaCl  
elucijski pufer IMAC 
50 mM Tris-HCl, pH 8, 300 mM NaCl,  
500 mM imidazol 
dializa dializni pufer 20 mM Tris-HCl, pH 8,0 
ionskoizmenjevalna 
kromatografija 
vezavni pufer IEX 20 mM Tris-HCl, pH 8,0 
elucijski pufer IEX 20 mM Tris-HCl, pH 8,0, 1 M NaCl 
menjava pufra pufer za menjavo 50 mM HEPES, pH 7,4 
 
3.1.5 Materiali pri izvedbi in vitro biotinilacije 
Za izvedbo in vitro biotinilacije smo potrebovali pufer C (50 mM HEPES, pH 7,4, 100 mM KCl, 
10 mM MgCl2, 0,5-odstoten Nonidet P-40 (Roche, Švica)), fuzijsko DNA F-p53, rekombinantna 
proteina Tus-link72-TurboID in GAL4(1–147)-link45-sfGFP, jedrni lizat iz celic HEK 293T, 
biotin (Sigma Aldrich, ZDA) in ATP (Sigma Aldrich, ZDA). 
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3.1.6 Materiali pri izvedbi testa ''pull-down'' 
Test ''pull-down'' smo izvedli s streptavidinom prevlečenimi magnetnimi kroglicami Streptavidin 
Mag Sepharose® (GE Healthcare, VB). Potrebovali smo še vezavni pufer in pufer za spiranje 
(tabela 3.12) ter biotin (Sigma Aldrich, ZDA). 
 
Tabela 3.12: Sestava pufrov za pripravo jedrnih lizatov. pH obeh pufrov je 7,4. 
 komponenta 
 HEPES KCl MgCl2 Nonidet P-40 (Roche, Švica) 
vezavni pufer 10 mM 100 mM 10 mM 0,5-odstoten (v/v) 
pufer za spiranje 10 mM 1 M 10 mM 0,5-odstoten (v/v) 
 
3.2 Metode 
3.2.1 Delo z nukleinskimi kislinami 
3.2.1.1 Izolacija plazmidne DNA 
Izolacijo plazmidne DNA iz bakterijskih celic smo izvajali s pomočjo kompleta reagentov 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, ZDA) po navodilih proizvajalca. 
Metoda temelji na alkalni lizi bakterijskih celic s sledečim obarjanjem genomske DNA in vezavi 
plazmidne DNA, ki ostane topna, na silikatni nosilec pri visoki ionski jakosti.  
 
Koncentracijo izolirane plazmidne DNA smo določili z merjenjem absorbance pri 260 nm. 
 
3.2.1.2 Verižna reakcija s polimerazo 
Verižna reakcija s polimerazo (PCR) je uporabna za pomnoževanje specifičnega zaporedja DNA, 
ki ga definiramo s smernim in protismernim začetnim oligonukleotidom. Metoda temelji na 
ponavljajočih se temperaturnih ciklih, tekom katerih matrično DNA najprej denaturiramo, nato 
pa izvedemo prileganje začetnih oligonukleotidov in njihovo podaljševanje s termostabilno DNA-
polimerazo. Prek koncev začetnih oligonukleotidov lahko matričnemu zaporedju dodamo tudi 
krajše regije, ki jih potrebujemo npr. za sestavljanje fuzijskih zaporedij ali za vstavljanje 
pomnoženega zaporedja v vektor. 
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PCR smo uporabili za sestavljanje nukleotidnih fuzijskih zaporedij za proteina Tus-link72-
TurboID in GAL4(1–147)-link45-sfGFP ter za pomnoževanje fuzijske DNA F-p53. 
 
Najprej smo sestavili fuzijski zaporedji SL_Tus-link72-TurboID in SL_ GAL4(1–147)-link45-
sfGFP s 3'- in 5'-konci za vstavljanje v vektor pFastBac™1. Zaporedje SL_Tus-link72-TurboID 
smo sestavili iz ločeno pomnoženih fragmentov SL_Tus, Tus-3'-link72-5'-TurboID in 
SL_TurboID, zaporedje SL_GAL4(1–147)-link45-sfGFP pa iz fragmentov SL_GAL4(1–147), 
GAL4(1-147)-3'-link45-5'-sfGFP in SL_sfGFP. S pomočjo podaljškov začetnih oligonukleotidov 
smo na 3'-konec obeh zaporedij najprej uvedli zapis za heksahistidinsko oznako, nato smo dodali 
še 3'- in 5'- končni regiji za vstavitev zaporedja v vektor pFastBac™1.  
 
Nukleotidni zaporedji s konci za vnos v plazmidni vektor pET-22b(+) smo pripravili na osnovi 
že sestavljenih zapisov za rekombinantna fuzijska proteina, vstavljenih v pFastBac™1. V obeh 
primerih smo na 5'-konec zaporedja uvedli restrikcijsko mesto encima NdeI, na 3'-konec pa 
restrikcijsko mesto HindIII. Zaporedji za ligacijo v pET-22b(+) sta označeni z B: B_Tus-link72-
TurboID in B_GAL4(1–147)-link45-sfGFP. 
 
Pomnožili smo tudi zaporedje F-p53. S podaljškom protismernega začetnega oligonukleotida smo 
na 3'-konec nastalega produkta uvedli zaporedje, katerega komplement deluje kot smerni začetni 
oligonukleotid. To omogoča sestavljanje tandemskih ponovitev (postopek je podrobneje opisan v 
literaturi74).  
 
Splošna sestava mešanic za PCR s polimerazo Phusion je navedena v tabeli 3.13, splošna shema 
poteka PCR s polimerazo Phusion pa v tabeli 3.14. V tabeli 3.15 so navedeni podatki za vsako 
izvedeno reakcijo posebej. 
 
Tabela 3.13: Sestava mešanic za izvedbo PCR z DNA-polimerazo Phusion.  
komponenta količina 
dH2O do 20 μl ali do 50 μl 
matrična DNA 10–100 ng (v primeru več matric velja količina za vsako posebej) 
smerni začetni oligonukleotid 1 μl 
protismerni začetni oligonukleotid 1 μl 
5× pufer Phusion HF 4 μl 
mešanica dNTP (2,5 mM) 1,6 μl 
DNA-polimeraza Phusion 0,2 μl 
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Tabela 3.14: Shema poteka PCR z DNA-polimerazo Phusion. Parametri n, Ta in te so navedeni za vsako 
reakcijo posebej v tabeli 3.15. 
korak temperatura čas 
začetna denaturacija 98 °C 30 s 
n ciklov 
denaturacija 98 °C 10 s 
prileganje Ta 30 s 
podaljševanje 72 °C te 
končno podaljševanje 72 °C 7 min 
ohlajanje 4 °C ∞ 
 
Tabela 3.15: Podatki za posamezne reakcije PCR. Navedeni so matrična DNA in uporabljena začetna 
oligonukleotida, število temperaturnih ciklov (n), temperatura prileganja začetnih oligonukleotidov (Ta) in 
čas podaljševanja z DNA-polimerazo Phusion (te) ter ime in dolžina produkta. 
matrična DNA 
začetna 
oligonukleotida 
n Ta te pomnoženo zaporedje (bp) 
Tus pGST-// 
SL-TUS-F 
30 63 °C 20 s SL_Tus (953) 
TUS-R 
Andreja_elements 
TUS-3F 
30 66,3 °C 15 s 
Tus-3'-link72-5'-TurboID 
(123) TURBO-5R 
3xHA-TurboID-
NLS_pCDNA3 
TURBO-F 
30 63 °C 20 s SL_TurboID (1007) 
TURBO-HIS-R 
SL_Tus, Tus-3'-link72-
5'-TurboID, SL_TurboID 
SL-TUS-F 
35 61,3 °C 40 s 
SL_Tus-link72-TurboID 
(2053) LIC-stop-his-PH-R 
pFastBac/Tus-link72-
TurboID 
B_TUS-F 
35 61,8 °C 40 s 
B_Tus-link72-TurboID 
(2018) B_HIS-R 
N114 nLV EF-1a-Gal4- 
VP16-PGK-Puro 
SL-GAL4-F 
30 53,5 °C 20 s SL_GAL4(1–147) (467) 
GAL4-R 
Andreja_elements 
GAL4-3F 
30 66,3 °C 15 s 
GAL4(1-147)-3'-link45-5'-
sfGFP (99) SFGFP-5R 
pcDNA3.1/myc-His B/ 
sfGFP-EpFL 
SFGFP-F 
30 53,5 °C 20 s  SL_sfGFP (737) 
SFGFP-HIS-R 
SL_GAL4(1–147), 
GAL4(1-147)-3'-link45-
5'-sfGFP, SL_sfGFP 
SL-GAL4-F 
35 61,3 °C 40 s 
SL_GAL4(1–147)-link45-
sfGFP (1273) LIC-stop-his-PH-R 
— nadaljevanje tabele na naslednji strani — 
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— nadaljevanje tabele — 
pFastBac™1/GAL4(1–
147)-link45-sfGFP 
B_GAL4-F 
35 61,7 °C 40 s 
B_GAL4(1–147)-link45-
sfGFP (1235) B_HIS-R 
Andreja_elements 
p53-F 
35 57,7 °C 15 s F-p53 (151) 
p53-R 
 
3.2.1.3 PCR na osnovi kolonije 
V primeru PCR na osnovi kolonije dodamo v reakcijsko mešanico namesto izolirane matrične 
DNA kar bakterijsko kolonijo, katere DNA se sprosti v reakcijo. Metoda omogoča hitro in 
enostavno preverjanje uspešnosti vstavljanja vključkov v vektor. 
 
Metodo smo uporabili za preverjanje uspešnosti vstavitve vključkov v vektorja pFastBac™1 in 
pET-22b(+). Uporabljali smo polimerazo Taq – splošna sestava mešanic je navedena v tabeli 3.16, 
splošna shema poteka PCR v tabeli 3.17, specifični podatki za vsako reakcijo pa v tabeli 3.18. 
 
Tabela 3.16: Sestava mešanic za izvedbo PCR z DNA-polimerazo Taq. Kolonijo smo prenesli v že 
pripravljeno reakcijsko mešanico s pomočjo sterilnega zobotrebca. 
komponenta količina 
GoTaq® Green Master Mix 5 μl 
smerni začetni oligonukleotid 1 μl 
protismerni začetni oligonukleotid 1 μl 
dH2O 3 μl 
bakterijska kolonija 1 
 
Tabela 3.17: Shema poteka PCR z DNA-polimerazo Taq. Parameter Ta je naveden za vsako reakcijo 
posebej v tabeli 3.18. 
korak temperatura čas 
začetna denaturacija 95 °C 2 min 
33 ciklov 
denaturacija 95 °C 30 s 
prileganje Ta 40 s 
podaljševanje 73 °C 2 min 30 s 
končno podaljševanje 73 °C 5 min 
ohlajanje 4 °C ∞ 
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Tabela 3.18: Podatki za posamezne reakcije PCR na osnovi kolonije. Poleg vsake transformirane DNA 
so navedeni uporabljena začetna oligonukleotida, temperatura prileganja (Ta) in pričakovane velikosti 
produktov.  
transformirana DNA  
začetna 
oligonukleotida 
Ta 
pričakovana dolžina  
pomnoženega zaporedja 
pFastBac™1/Tus-link72-TurboID 
pFastBacF 
42,7 °C 2457 bp 
pFastBacR 
pFastBac™1/GAL4(1–147)-link45-sfGFP 
pFastBacF 
42,7 °C 1674 bp 
pFastBacR 
pET-22b(+)/Tus-link72-TurboID 
T7-promotor 
50,1 °C 2202 bp 
T7-terminator 
pET-22b(+)/GAL4(1–147)-link45-sfGFP 
T7-promotor 
50,1 °C 1419 bp 
T7-terminator 
 
3.2.1.4 Ločevanje in analiza DNA z agarozno gelsko elektroforezo 
Agarozna gelska elektroforeza (AGE) je metoda, ki omogoča ločevanje DNA glede na njeni 
velikost in konformacijo. Negativno nabita DNA potuje skozi agarozni gel pod vplivom 
električnega polja, pri čemer potujejo krajše molekule hitreje, daljše pa počasneje. DNA 
vizualiziramo s pomočjo etidijevega bromida, ki se interkalira v dvojno vijačnico in ob vzbujanju 
z ultravijolično svetlobo oddaja svetlobo v vidnem delu spektra.  
 
AGE smo uporabljali za analizo in čiščenja DNA. Zamreženost gela smo izbrali glede na velikosti 
pričakovanih produktov (1,2–2-odstoten gel). Agarozo smo raztopili v pufru TAE s segrevanjem 
do vretja, ohladili mešanico na 60 °C in ji dodali 5 μl etidijevega bromida na 100 ml gela. 
Tekočino smo vlili v kadičko in vstavili glavniček. Ko se je gel strdil, smo ga zalili s pufrom TAE 
in nanesli vzorce. Elektroforezo smo izvajali pri konstantni napetosti 10 V/cm gela. 
 
V primeru uporabe polimeraze Phusion smo vzorcem pred nanosom na gel dodali 6× nanašalni 
pufer, v primeru uporabe mešanice GoTaq® Green Master Mix pa to ni bilo potrebno.  
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3.2.1.5 Izolacija DNA iz agaroznega gela 
Po analizi z AGE smo želeni del gela izrezali in iz njega izolirali DNA s kompletom reagentov 
po navodilih proizvajalca. Izolacija temelji na raztapljanju gela, vezavi DNA na silikatni nosilec, 
spiranju vezane DNA in njeni eluciji. 
 
Koncentracije izolirane DNA smo določali z merjenjem absorbance pri valovni dolžini 260 nm. 
 
3.2.1.6 Preverjanje pravilnosti nukleotidnega zaporedja 
Plazmide pFastBac™1/Tus-link72-TurboID in pFastBac™1/GAL4(1–147)-link45-sfGFP ter 
pET-22b(+)/Tus-link72-TurboID in pET-22b(+)/GAL4(1–147)-link45-sfGFP smo izolirali iz 
bakterijskih kultur, v katerih smo dokazali prisotnost vključka s PCR na osnovi kolonije.  
 
Za določanje natančnega zaporedja vključkov smo pripravili vzorce za sekvenciranje po Sangerju 
(GATC Biotech, Nemčija), pri čemer smo uporabili začetne oligonukleotide pFastBacF, 
pFastBacR, T7-promotor oz. T7-terminator. Za sekvenciranje zaporedja fuzije Tus-link72-
TurboID smo uporabili tudi začetni oligonukleotid Seq_TUS-F, ki nalega znotraj zaporedja 
fuzije, saj z dvema začetnima oligonukleotidoma nismo mogli določiti celotnega zaporedja.  
 
3.2.1.7 Metoda SLiCE 
SLiCE (ang. seamless ligation cloning extract) je hitra in enostavna metoda kloniranja, ki temelji 
na in vitro rekombinaciji med 15–52 bp dolgimi homolognimi regijami na koncih lineariziranega 
vektorja in vključka. Rekombinacijo katalizirajo encimi iz celičnega ekstrakta73.  
 
Uporabili smo jo za vstavljanje nukleotidnih fuzijskih zaporedij SL_Tus-link72-TurboID in 
SL_GAL4(1–147)-link45-sfGFP v lineariziran vektor pFastBac™1. Vektor pFastBac™1 se sicer 
uporablja za izvedbo transpozicije vključka iz plazmidnega vektorja v bakmid in smo ga pripravili 
z namenom izražanja fuzijskih proteinov v insektnih celicah, če izražanje v bakterijah ne bi bilo 
uspešno. 
 
Splošna shema reakcijskih mešanic je navedena v tabeli 3.19. Reakcije smo izvajali 30 min pri 
37 °C, nato smo mešanice transformirali v bakterijski sev E. coli DH5α. 
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Tabela 3.19: Splošna shema reakcijskih mešanic za izvedbo SLiCE. 
komponenta količina 
lineariziran vektor 10 ng 
vključek 5× oz. 10× množina lineariziranega vektorja 
10× pufer SLiCE 1 μl 
ekstrakt SLiCE 1 μl 
dH2O do 10 μl 
 
3.2.1.8 Restrikcija in ligacija v vektor pET-22b(+) 
Restrikcija je encimska reakcija, pri kateri restrikcijska endonukleaza prepozna in cepi specifično 
fosfodiestersko vez znotraj specifičnega nukleotidnega zaporedja, tako da nastanejo topi ali 
lepljivi konci DNA.  
 
Uporabili smo jo za pripravo vektorja pET-22b(+) ter vključkov B_Tus-link72-TurboID in 
B_GAL4(1–147)-link45-sfGFP za ligacijo. Reakcijo smo izvedli z obema restriktazama hkrati; 
potekala je tri ure pri 37 °C. S pET-22b(+) smo izvedli tudi restrikcijo s po eno restriktazo (NdeI 
oz. HindIII), da smo preverili, ali restriktazi delujeta pravilno. Shema restrikcijskim mešanic je v 
tabeli 3.20.  
 
Tabela 3.20: Restrikcijska shema vektorja pET-22b(+) ter vključkov B_Tus-link72-TurboID in 
B_GAL4(1–147)-link45-sfGFP. 
komponenta 
pET-
22b(+) 
pET-
22b(+) 
pET-
22b(+) 
B_Tus-link72-
TurboID 
B_GAL4(1–147)-
link45-sfGFP 
DNA 0,4 pmol 0,06 pmol 0,06 pmol 0,5 pmol 0,5 pmol 
10× pufer R 10 µl 1 µl 1 µl 2,3 µl 2,3 µl 
NdeI (10 U/µl) 1 µl 0,1 µl / 1 µl 1 µl 
HindIII (10 U/µl) 1 µl / 0,1 µl 1 µl 1 µl 
dH2O do 100 µl do 10 µl do 10 µl do 22,5 µl do 22,5 µl 
 
Ligacija je encimska reakcija, pri kateri DNA-ligaza katalizira nastanek nove fosfodiesterske vezi 
med dvema koncema DNA. Uporabili smo jo za vstavljanje z restriktazama rezanih zapisov za 
fuziji B_Tus-link72-TurboID in B_GAL4(1–147)-link45-sfGFP v dvakrat rezan plazmidni vektor 
pET-22b(+). Reakcija je potekala preko noči pri 16 °C, reakcijski shemi sta v tabeli 3.21. Za 
transformacijo bakterijskega seva E. coli DH5α smo uporabili 5 µl ligacijske mešanice.  
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Tabela 3.21: Reakcijski shemi ligacije z DNA-ligazo T4. Molarno razmerje vektorja in vključka je bilo 
v obeh primerih 1:3. 
komponenta 
dvakrat rezan  
B_Tus-link72-TurboID 
dvakrat rezan  
B_GAL4(1–147)-link45-sfGFP 
dvakrat rezan pET-22b(+) 0,011 pmol 0,014 pmol 
vključek 0,033 pmol 0,042 pmol 
DNA-ligaza T4 (5 U/µl) 1 µl 1 µl 
10× pufer za DNA-ligazo T4 1,5 µl 1,5 µl 
dH2O do 15 µl do 15 µl 
 
3.2.2 Delo z bakterijami 
3.2.2.1 Transformacija bakterijskih celic 
Transformacija je proces, pri katerem plazmidno DNA vnesemo v kompetentne bakterijske 
celice. Omogoča pomnoževanje vektorske DNA s pomočjo bakterij, njeno hranjenje v obliki 
trajnih bakterijskih kultur ter izražanje proteinov, katerih zapis se na vnesenem plazmidu nahaja. 
 
Uporabljali smo standardni postopek transformacije s toplotnim šokom. Na ledu smo odtalili  
100 μl kompetentnih celic in jim dodali 1 μl plazmida / 10 μl mešanice SLiCE / 5 μl ligacijske 
mešanice. Celice smo inkubirali na ledu še 20 min z občasnim mešanjem, izvedli toplotni šok  
(40 s pri 42 °C), celice ponovno ohladili na ledu in jim dodali 400 μl tekočega gojišča LB. Po  
1 uri inkubacije pri 37 °C in 150 rpm smo celice razmazali na plošče in jih inkubirali preko noči 
pri 37 °C. Podatki o izvedenih transformacijah so v tabeli 3.22. 
 
Tabela 3.22: Izvedene transformacije. Pripisana so selekcijska gojišča in namen. A – ampicilin, C – 
kloramfenikol. 
vektor bakterijski sev gojišče namen 
Andreja_elements E. coli DH5α LB A shranjevanje 
pFastBac™1/ 
Tus-link72-TurboID 
E. coli DH5α LB A 
pomnoževanje in  
shranjevanje 
pFastBac™1/ 
GAL4(1–147)-link45-sfGFP 
E. coli DH5α LB A 
pomnoževanje in  
shranjevanje 
— nadaljevanje tabele na naslednji strani — 
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— nadaljevanje tabele — 
pET-22b(+)/ 
Tus-link72-TurboID 
E. coli DH5α LB A 
pomnoževanje in  
shranjevanje 
pET-22b(+)/ 
GAL4(1–147)-link45-sfGFP 
E. coli DH5α LB A 
pomnoževanje in  
shranjevanje 
pET-22b(+)/ 
Tus-link72-TurboID 
E. coli BL21[DE3]pLysS LB AC 
izražanje  
Tus-link72-TurboID 
pET-22b(+)/ 
GAL4(1–147)-link45-sfGFP 
E. coli BL21[DE3]pLysS LB AC 
izražanje  
GAL4(1–147)-link45-sfGFP 
 
3.2.2.2 Priprava prekonočnih kultur bakterijskih celic 
Priprava prekonočne kulture je namenjena prenosu bakterijske kulture iz trdnega gojišča v tekoče 
in omogoča inokulacijo večjega volumna gojišča ali izolacijo vektorske DNA.  
 
Kolonije iz trdnega gojišča smo aseptično prenesli v tekoče gojišče LB z ustreznim selekcijskim 
markerjem s pomočjo sterilnega zobotrebca. Kulture smo stresali 14–16 ur pri 37 °C in 150 rpm. 
 
3.2.2.3 Priprava trajnih bakterijskih kultur 
Trajne kulture smo pripravili z namenom shranjevanja plazmidne DNA. K 700 μl prekonočne 
bakterijske kulture smo dodali 300 μl 80-odstotnega (v/v) glicerola in kulturo shranili pri –80 °C. 
 
3.2.2.4 Poskusno izražanje rekombinantnih proteinov v bakterijskih celicah 
Poskusno izražanje proteina je izražanje proteina v majhnem merilu, pri katerem sistematično 
spreminjamo pogoje gojenja bakterijske kulture. Izvedemo jo, ko protein izražamo prvič ali ko 
želimo že preizkušen postopek izražanja optimizirati. 
 
Za izražanje fuzijskih proteinov iz pripravljenih vektorjev pET-22b(+)/Tus-link72-TurboID in 
pET-22b(+)/GAL4(1–147)-link45-sfGFP smo uporabili bakterijski sev E. coli BL21[DE3]pLysS, 
ki vsebuje plazmid pLysS z zapisom za lizocim T7. Le-ta preprečuje puščanje promotorja T7, pod 
katerega vstavimo zapis za protein, ki ga želimo izraziti, in hkrati olajša lizo bakterijskih celic. 
Selekcijski marker za ohranjanje vektorja pLysS v bakterijski kulturi je kloramfenikol. 
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Za poskusno izražanje smo za vsako izmed fuzij pripravili po dva alikvota bakterijske kulture v 
gojišču LB AC. Celične suspenzije smo inkubirali pri 37 °C in 150 rpm. Ko je vrednost OD600 
dosegla 0,6, smo inducirali izražanje z dodatkom IPTG do končne koncentracije 1 mM. Kulture 
smo stresali pri 20 °C oz. 30 °C in 250 rpm 17 ur in pripravili celične lizate. 
 
3.2.2.5 Izražanje rekombinantnih fuzijskih proteinov v bakterijskih celicah 
Izražanje v večjem merilu je namenjeno pripravi zadostnih količin proteina, ki ga potrebujemo za 
izvedbo poskusa. Rekombinantna fuzijska protina smo izražali v sevu E. coli BL21[DE3]pLysS, 
in sicer v volumnu 2 × 400 ml kulture za vsak protein. Celične suspenzije smo po inokulaciji 
stresali pri 37 °C in 150 rpm. Vrednosti OD600, pri katerih smo izvedli indukcijo z IPTG do končne 
koncentracije 1 mM, ter temperatura in čas izražanja so navedeni v tabeli 3.23. 
 
Tabela 3.23: Pogoji izražanja fuzij Tus-link72-TurboID in GAL4(1–147)-link45-sfGFP.  
fuzija OD600 temperatura čas 
Tus-link72-TurboID 0,6 20 °C 17 ur 
GAL4(1–147)-link45-sfGFP 0,8 30 °C 16 ur 
 
3.2.2.6 Priprava bakterijskih lizatov po poskusnem izražanju 
Priprava bakterijskih lizatov iz seva E. coli BL21[DE3]pLysS temelji na mehanskem razbijanju 
celic, pri čemer se v suspenzijo sprosti lizocim T7, ki dodatno destabilizira celične stene.  
 
Iz vsake izmed štirih kultur (izražanje obeh fuzij pri 20 °C oz. pri 30 °C) smo odvzeli 7,5 × 108 
celic za celoten lizat in 1,5 × 109 celic za pripravo topne in netopne frakcije lizata. Celice smo 
centrifugirali 1 min pri 12 000 g, zavrgli supernatant, resuspendirali pelet v pufru TE in razbijali 
celice z ultrazvokom na ledu 3 × 10 s (celoten celični lizat). Vzorce za pripravo topnih in netopnih 
frakcij smo centrifugirali 2 min pri 14 000 g, shranili topne frakcije in resuspendirali netopne v 
pufru TE. Za analizo z NaDS-PAGE in imunodetekcijo smo uporabili 1/5 izhodnih vzorcev. 
 
3.2.2.7 Priprava bakterijskih lizatov po izražanju 
Uporabili smo pufer brez EDTA, saj le-ta ni združljiv z nikljevo afinitetno kromatografijo. Vse 
navedene postopke smo izvajali na ledu oz. pri temperaturi 4 °C. 
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Bakterijski kulturi (po 2 × 400 ml) smo centrifugirali 10 min pri 8 000 g, resuspendirali pelet v 
pufru Tris/NaCl, zamrznili suspenzijo pri –80 °C in celice po odmrzovanju razbijali z 
ultrazvokom 5 × 3 min s 3-minutnimi premori. Lizat smo centrifugirali 15 min pri 15 000 g in 
shranili supernatant za izolacijo in nadaljnje čiščenje fuzijskih proteinov. 
 
3.2.3 Delo s sesalskimi celicami 
3.2.3.1 Vzdrževanje kulture sesalskih celic HEK 293T 
Pri delu smo uporabljali celično linijo človeških zarodnih ledvičnih celic HEK 293T. 
 
Celice HEK 293T smo gojili v inkubatorju pri 37 °C v 5-odstotni atmosferi CO2. Precepljali smo 
jih na 3–4 dni (~ 95-odstotna preraščenost). Najprej smo odsesali gojišče, nato pa smo celice 
sprali s površine s pomočjo curka v 1 ml svežega gojišča in jih v njem resuspendirali. Pri prenosu 
na svežo ploščo smo jih redčili 20-krat. 
 
3.2.3.2 Priprava kulture sesalskih celic HEK 293T za celične lizate 
Ločeno smo pripravili lizate iz celic, ki stresu niso bile izpostavljene, in lizate iz celic, ki smo jih 
tik pred celično lizo izpostavili oksidativnemu stresu. Za uporabljeno koncentracijo H2O2 in 
dolžino inkubacije smo se odločili na podlagi podatkov iz literature58. 
 
Oksidativni stres smo izvedli tako, da smo s plošč s 95-odstotno preraščenostjo odsesali gojišče 
in dodali sveže gojišče s 100 μM vodikovim peroksidom. Celice smo inkubirali 1 uro in pol pri 
37 °C v 5-odstotni atmosferi CO2 in zatem pripravili lizate. 
 
3.2.3.3 Priprava jedrnih lizatov iz sesalskih celic HEK 293T  
Priprava jedrnih lizatov temelji na razbitju celične membrane pod pogoji, pri katerih ostane jedrna 
membrana nepoškodovana. Jedra izoliramo in razbijemo ločeno. 
 
Celice smo sprali s plošč s PBS, jih centrifugirali 3 min pri 500 g (rotor s spremenljivim nagibom), 
3-krat spirali s PBS z vmesnim resuspendiranjem in po zadnjem centrifugiranju odstranili 
supernatant. Pelet smo resuspendirali v 10-kratnem volumnu pufra A z dodanimi inhibitorji 
proteaz in fosfataz z nežnim vorteksiranjem in suspenzijo inkubirali na ledu 30 min z občasnim 
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vorteksiranjem. Celice smo nato centrifugirali 10 min pri 3 000 g in 4 °C (rotor s spremenljivim 
nagibom), odstranili supernatant (citoplazemska celična frakcija) in 3-krat spirali pelet s  
pufrom A z vmesnim resuspendiranjem. Sprana jedra smo resuspendirali v volumnu pufra B z 
dodanimi inhibitorji proteaz in fosfataz, ki je ustrezal izhodnemu volumnu celičnega peleta, 
inkubirali suspenzijo 10 min na ledu in jo 1 min razbijali z ultrazvokom (90 A). Pripravljeno 
jedrno frakcijo smo centrifugirali 10 min pri 16 100 g in 4 °C, 4-krat redčili supernatant s pufrom 
za redčenje in ga shranili pri –80 °C. 
 
3.2.4 Delo s proteini 
3.2.4.1 Analiza proteinov s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti 
NaDS 
Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS (NaDS-PAGE) je metoda za ločevanje 
proteinov glede na njihovo maso. Proteine denaturiramo v prisotnosti detergenta NaDS, ki se 
nanje veže stehiometrično in jim doda naboj. Razmerje naboja in mase je tako za vse proteine 
enako, hitrost potovanja molekule v električnem polju pa odvisna od velikosti proteina – manjši 
proteini potujejo hitreje, večji počasneje. 
 
Za analizo vzorcev z NaDS-PAGE smo uporabljali 5-odstotni koncentracijski gel in 10-odstotni 
ali 12,5-odstotni ločevalni gel. Pred nanosom smo vzorcem dodali 4× NaDS-nanašalni pufer z 
reducentom in jih inkubirali 5 min pri 98 °C.  
 
Elektroforezo smo izvajali pri konstantni napetosti 200 V. 
 
3.2.4.2 Zaznavanje proteinov z barvilom Coomassie Brilliant Blue R250 
Po končanem ločevanju proteinov z NaDS-PAGE ali po izvedenem prenosu western smo proteine 
v gelu barvali z barvilom Coomassie Brilliant Blue R250.  
 
Barvanje smo izvedli tako, da smo gel prenesli v raztopino, ki je vsebovala 50 ml raztopine B 
redčene z dH2O v razmerju 1:1 in 650 μl raztopine A. Raztopino z gelom smo segrevali do vretja, 
stresali pri sobni temperaturi 20 min, odstranili raztopino za barvanje in prenesli gel v dH2O. 
Tekočino smo ponovno segrevali do vretja in stresali pri sobni temperaturi tako dolgo, da smo 
lahko na gelu razločili posamezne lise. 
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3.2.4.3 Analiza proteinov s prenosom western 
Prenos western je metoda za zaznavanje tarčnih proteinov v vzorcu, ki smo ga ločili na 
poliakrilamidnem gelu. Proteine iz gela najprej prenesemo na membrano, nato pa jih zaznamo s 
pomočjo protiteles oz. drugih proteinskih sond, ki omogočajo vizualizacijo mesta tarčnega 
proteina.  
 
Za potrjevanje izražanja rekombinantnih fuzijskih proteinov s heksahistidinsko oznako v 
bakterijskih celicah smo uporabljali mišja protitelesa proti heksahistidinski oznaki, konjugirana s 
HRP. Hrenova peroksidaza je encim, ki pretvarja substrat DAB v prisotnosti H2O2 v produkt rjave 
barve, ki ni topen in ostane na mestu reakcije. 
 
Po izvedbi NaDS-PAGE smo gel prenesli v pufer Towbin, omočili membrano PVDF z 
metanolom in sestavili aparaturo za prenos western. Prenos smo izvajali v pufru Towbin 1 uro in 
pol pri konstantnem toku 200 mA. Po končanem prenosu smo prosta mesta na membrani blokirali  
30 min pri sobni temperaturi v 5-odstotnem (w/v) mleku v prahu raztopljenem v PBS. Nato smo 
raztopino za blokiranje uporabili za 250-kratno redčenje protiteles in inkubirali membrano v 
raztopini s protitelesi 45 min pri 4 °C. Po inkubaciji smo membrano spirali v PBS 3-krat po 5 min 
in jo prenesli v PBS z 0,07-odstotnim (w/v) DAB in 0,15-odstotnim (v/v) H2O2. Ko so se na 
membrani pojavile rjave lise želene intenzitete, smo jo sprali z dH2O, posušili in shranili v temi.  
 
Da bi zaznali biotinilirane proteine v vzorcih po testu ''pull-down'', smo kot sondo uporabili 
avidin, konjugiran s HRP, z namenom zaznave proteinov GAL4(1–147)-link45-sfGFP in p53 pa 
smo uporabili primarna mišja protitelesa proti GFP oz. proti p53 ter sekundarna kozja protitelesa 
proti mišjim, konjugirana s HRP. Za detekcijo proteinov smo uporabili kemiluminiscentni 
substrat ECL, ki ga pretvarja HRP v reakciji, pri kateri se sprošča tudi svetloba. 
 
Postopek prenosa western in blokiranja prostih mest na membrani je bil enak kot pri potrjevanju 
izražanja rekombinantnih proteinov, le da smo namesto pufra PBS uporabljali pufer PBST, 
raztopina za blokiranje pa je namesto mleka vsebovala 5-odstoten (w/v) BSA. Redčenja 
proteinskih sond so navedena v tabeli 3.24. Inkubacijo membran z avidinsko sondo in s 
primarnimi protitelesi smo izvajali 1 uro pri sobni temperaturi, nato pa smo nevezane sonde spirali 
v PBST 3-krat po 10 min. Membrani s primarnimi protitelesi smo inkubirali še v raztopini 
sekundarnih protiteles, in sicer 1 uro pri sobni temperaturi, nato smo ju spirali dvakrat po 15 min 
v PBST in 10 min v dH2O. 
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Tabela 3.24: Redčenja uporabljenih proteinskih sond za detekcijo proteinov po prenosu western. 
sonda redčenje v 5-odstotnem (w/v) BSA 
avidin-HRP 5000× 
primarna mišja protitelesa proti GFP 1000× 
primarna mišja protitelesa proti p53 2000× 
sekundarna kozja protitelesa konjugirana s HRP 10 000× 
 
Po končanem spiranju membran smo izvedli detekcijo s kemiluminiscentnim substratom ECL po 
navodilih proizvajalca. Membrano smo prestavili na suho podlago in prekrili z mešanico 
reagentov, ki vsebujejo ECL. Po 5 min smo tekočino z membran odstranili in preverili prisotnost 
kemiluminiscence. 
 
3.2.4.4 Izolacija iz bakterijskih lizatov in čiščenje proteinov 
Nikljeva afinitetna kromatografija je metoda za izolacijo proteinov s heksahistidinsko oznako. 
Temelji na vzpostavitvi nekovalentnih interakcij med histidinskimi ak-ostanki in imobiliziranimi 
ioni Ni2+. Interakcije prekinemo s pomočjo imidazola, ki ga moramo iz vzorcev pred nadaljnjo 
uporabo odstraniti. S tem preprečimo obarjanje proteina med zamrzovanjem in omogočimo 
vezavo proteina na kolono za ionskoizmenjevalno kromatografijo. 
 
Rekombinantna proteina Tus-link72-TurboID in GAL4(1–147)-link45-sfGFP smo iz bakterijskih 
lizatov izolirali po enakem postopku, le da smo uporabljali različne pufre. Lizat smo filtrirali in 
nanesli na kolono za nikljevo afinitetno kromatografijo pri 4 °C in pretoku 1,2 ml/min. Kolono z 
vezanim fuzijskim proteinom smo spirali z vezavnim pufrom IMAC pri pretoku  
2 ml/min in izvedli gradientno elucijo z elucijskim pufrom IMAC. Delež elucijskega pufra je 
dosegel 100 % v 5 min.  
 
Frakcije, ki so vsebovale fuzijski protein, smo združili in dializirali preko noči pri 4 °C, v 
ustreznem dializnem pufru. Dializiran vzorec smo centrifugirali 10 min pri 10 000 g in shranili 
topno frakcijo pri –20 °C. Uspešnost izolacije in dialize smo preverili z NaDS-PAGE. 
 
V nadaljevanju smo izvedli čiščenje z ionskoizmenjevalno kromatografijo, ki omogoča ločevanje 
proteinov glede na njihov naboj. Protein, ki ga želimo očistiti, vežemo na trden nosilec z nabojem, 
ki je nasproten naboju proteina pri danem pH. Vezano frakcijo eluiramo s pufrom z visoko ionsko 
jakostjo. 
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Vzorca dializiranih fuzijskih proteinov smo po odmrzovanju centrifugirali 5 min pri 10 000 g. 
Topno frakcijo Tus-link72-TurboID smo nanesli na kolono za kationskoizmenjevalno 
kromatografijo, topno frakcijo GAL4(1–147)-link45-sfGFP pa na kolono za anionsko-
izmenjevalno kromatografijo. Nadaljnji postopek čiščenja je bil za oba proteina enak, z izjemo 
uporabljenih pufrov. Kolono z vezanim fuzijskim proteinom smo spirali z vezavnim pufrom IEX 
in izvedli gradientno elucijo tako, da je delež elucijskega pufra IEX dosegel 100 % v 20 min. 
Frakcije s proteini smo analizirali z NaDS-PAGE in jih shranili pri –20 °C.  
 
Rekombinantni protein Tus-link72-TurboID smo nadaljnje čistili z gelsko filtracijo, ki omogoča 
ločevanje proteinov po velikosti. Vzorec potuje skozi gel s porami, v katere zaidejo manjši 
proteini pogosteje kot večji, zato je gibanje manjših molekul bolj ovirano in se eluirajo kasneje. 
 
Zaradi nezdružljivosti elucijskega pufra IEX proteina Tus-link72-TurboID z gelsko filtracijo smo 
protein predhodno prestavili v pufer SEC, ki ne vsebuje glicerola. Za ta namen smo uporabili 
kolono za razsoljevanje, pri čemer smo sledili navodilom proizvajalca: kolono smo prestavili v 
pufer SEC, nanesli proteinski vzorec in eluirali proteine v pufer SEC. Eluiran vzorec smo 
skoncentrirali z uporabo filtra za centrifugiranje do končnega volumna 0,5 ml in ga nanesli na 
kolono za gelsko filtracijo pri konstantnem pretoku 0,7 ml/min. Čistost frakcij, ki so vsebovale 
proteine, smo preverili z NaDS-PAGE. 
  
V primeru rekombinantnega proteina GAL4(1–147)-link45-sfGFP sestava elucijskega pufra IEX 
ni ustrezala zahtevam za izvedbo biotinilacije. Protein smo prestavili s pomočjo kolone za 
razsoljevanje v pufer za menjavo. 
 
3.2.5 Biotinilacija in vitro 
Biotinilacija je encimska reakcija prenosa molekule biotina na tarčne proteine, ki jih nato 
izoliramo iz vzorca s pomočjo imobiliziranega streptavidina. 
 
Sestava vzorcev za izvedbo biotinilacije in vitro je prikazana v tabeli 3.25. Jedrne lizate smo pred 
uporabo centrifugirali 5 min pri 10 000 g in za delo uporabili topne frakcije. Vzorce smo inkubirali 
2 uri pri 4 °C na mešalu. Nato smo jih pogreli na 37 °C in jim dodali ATP do končne koncentracije 
1 mM ter biotin do končne koncentracije 50 μM. Pri temperaturi 37 °C smo jih inkubirali še  
10 min, nato pa smo jih ohladili na ledu in izolirali biotinilirane proteine s testom ''pull-down''. 
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Tabela 3.25: Sestava vzorcev za izvedbo biotinilacije in vitro. Vzorec 1 je vseboval tudi 400 μl pufra C. 
400 μl jedrnega lizata ustreza količini jedrnega lizata iz celic s plošče premera 100 mm (~ 95-odstotna 
preraščenost). Prisotnost komponente v vzorcu je označena s +, odsotnosti pa z –. OS – izpostavljenost 
celic za lizo oksidativnemu stresu. 
  vzorec 
komponenta količina 1 2 3 4 5 6 7 
F-p53  5 pmol + + + – – + + 
GAL4(1–147)-link45-sfGFP 20 pmol + + + + + + + 
Tus-link72-TurboID 4 pmol + + + + + – – 
jedrni lizat 400 μl – + – + – + – 
jedrni lizatOS 400 μl – – + – + – + 
 
3.2.6 Izolacija proteinov s testom ''pull-down'' 
Test ''pull-down'' je vrsta afinitetne kromatografije, ki omogoča izolacijo tarčnih molekul ali 
iskanje neznanih interakcijskih partnerjev molekule, ki jo pripnemo na trden nosilec. 
 
Tehniko smo uporabili za izolacijo biotiniliranih proteinov po izvedbi biotinilacije in vitro. 
Magnetne kroglice prevlečene s streptavidinom smo dvakrat sprali z vezavnim pufrom in jih 
inkubirali z vzorci 1–7 (30 μl raztopine magnetnih kroglic/vzorec). Nevezano frakcijo smo 
odstranili in magnetne kroglice spirali po 5 min najprej dvakrat z vezavnim pufrom, nato trikrat 
s pufrom za spiranje in še enkrat z vezavnim pufrom ter tekočino odstranili. 
 
Elucijo vezanih biotiniliranih proteinov smo izvedli v dveh korakih. Najprej smo magnetne 
kroglice resuspendirali v 25 mM raztopini biotina in jih kuhali 5 min pri 95 °C. Raztopino smo 
shranili in izvedli drugi korak elucije tako, da smo magnetne kroglice kuhali še 5 min pri 95 °C v 
4× NaDS-nanašalnem pufru. Vzorca obeh korakov elucije smo združili in nanesli na gel v treh 
paralelnih ponovitvah. Po končani NaDS-PAGE smo izvedli prenos western s sledečo detekcijo 
s proteinskimi sondami.  
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4 REZULTATI 
 
Delo je zajemalo načrtovanje novega sistema za iskanje interakcijskih partnerjev DNA, pripravo 
komponent za uporabo kontrolnega in vitro sistema in njegov preizkus. Potek dela je prikazan v 
obliki sheme na sliki 4.1. 
 
 
Slika 4.1: Shematski prikaz dela.  
NAČRTOVANJE SISTEMA ZA ISKANJE 
INTERAKCIJSKIH PARTNERJEV DNA
PRIPRAVA KOMPONENT 
KONTROLNEGA in vitro SISTEMA
Fuzijsko nukleotidno zaporedje 
F-p53
Rekombinantni fuzijski protein 
Tus-link72-TurboID
Rekombinantni fuzijski protein 
GAL4(1–147)-link45-sfGFP
Jedrni lizat iz celic 
HEK 293T
PREIZKUS KONTROLNEGA SISTEMA 
ü Pomnoževanje nt-zapisov za posamezne dele fuzij
ü Sestavljanje delov fuzij
ü Vnos nukleotidnih fuzijskih zaporedij v vektorja za 
izražanje v bakterijskih in insektnih celicah
ü Izražanje rekombinantnih proteinov v bakterijah
ü Izolacija in čiščenje rekombinantnih proteinov
ü Celice v odsotnosti stresa
ü Celice izpostavljene oksidativnemu stresu
ü Pomnoževanje iz vektorja
ü Biotinilacija in vitro
ü Izolacija biotiniliranih proteinov s testom ''pull-down''
ü Detekcija s proteinskimi sondami
ü Uporaba sistema in vivo
ü Uporaba sistema in vitro
Ø Kontrolni sistem
1.
2.
3.
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4.1 Sistem za iskanje interakcijskih partnerjev DNA  
V nadaljevanju so predstavljene osnovne komponente zasnovanega sistema za iskanje 
interakcijskih partnerjev DNA, dodatne komponente v primeru uporabe sistema in vitro oz. in 
vivo in kontrolni sistem za dokazovanje delovanja sistema in vitro. 
 
4.1.1 Osnovne komponente sistema  
Sistem je sestavljen iz fuzijskega nukleotidnega zaporedja F-DNA ter dveh fuzijskih proteinov, 
GAL4(1–147)-link45-sfGFP in Tus-link72-TurboID.  
 
4.1.1.1 Fuzijsko nukleotidno zaporedje F-DNA 
Osrednja komponenta sistema je sintetično zaporedje DNA (slika 4.2), ki vsebuje tri specifična 
mesta, in sicer v smeri od 5'- proti 3': zaporedji UASGAL (5'-CGGAGGACTGTCCTCCG-3') in 
Ter (5'-AGTATGTTGTAACTAA-3') ter preučevano zaporedje DNA, katerega interakcijske 
partnerje iščemo. Navedena zaporedja so ločena z 20 bp dolgimi naključnimi zaporedji, na koncih 
fuzijskega zaporedja pa se nahajata prepoznavni mesti za restrikcijski encim EcoRI.  
 
 
Slika 4.2: Shematski prikaz nukleotidnega zaporedja F-DNA. S sivo so označena naključna zaporedja, 
z barvami pa zaporedja, na katere se vežejo proteini. RS – prepoznavno mesto ta restriktazo EcoRI. 
 
Funkcija fuzijskega zaporedja DNA je kolokalizacija fuzijskih proteinov Tus-link72-TurboID in 
GAL4(1–147)-link45-sfGFP ter interakcijskih partnerjev preučevanega zaporedja DNA. 
Prisotnost restrikcijskih mest je pomembna v primeru uporabe sistema in vivo. 
 
4.1.1.2 Rekombinantna fuzijska proteina Tus-link72-TurboID in  
GAL4(1–147)-link45-sfGFP 
Fuzijski protein Tus-link72-TurboID (slika 4.3) je sestavljen iz treh delov. V smeri od N- proti 
C-koncu si sledijo protein Tus, ki omogoča vezavo fuzijskega proteina na F-DNA na mesto Ter, 
RSRS Ter preučevano 
zaporedje
UASGAL
TurboIDTus link72
GAL4(1–147) sfGFPlink45
Tus-link72-TurboID-(NLS)2GAL4(1–147)-link45-sfGFP-(NLS)2 P2A
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24 ak dolga gibljiva povezovalna regija link72 in mutanta biotin ligaze, TurboID.  
C-končni peptid je odvisen od uporabe sistema in vitro oz. in vivo. 
 
 
Slika 4.3: Shematski prikaz ak-zaporedja fuzijskega proteina Tus-link72-TurboID. C-končni peptid 
(siva barva) je namenjen izolaciji rekombinantnega proteina za uporabo in vitro ali lokalizaciji proteina v 
jedru v primeru uporabe in vivo. 
 
Tudi fuzijski protein GAL4(1–147)-link45-sfGFP (slika 4.4) je sestavljen iz treh delov, od N- 
proti C-koncu: 147 ak dolg N-končni del transkripcijskega faktorja Gal4, preko katerega se 
fuzijski protein veže na F-DNA na mesto UASGAL, 15 ak dolga gibljiva povezovalna regija link45 
in zeleni fluorescenčni protein sfGFP. C-končni peptid je odvisen od uporabe sistema in vitro oz. 
in vivo. 
 
 
Slika 4.4: Shematski prikaz ak-zaporedja fuzijskega proteina GAL4(1–147)-link45-sfGFP. C-končni 
peptid (siva barva) je namenjen izolaciji rekombinantnega proteina za uporabo in vitro ali lokalizaciji 
proteina v jedru v primeru uporabe in vivo. 
 
Funkcija Tus-link72-TurboID je označevanje bližnjih proteinov, tj. interakcijskih partnerjev 
preučevanega zaporedja DNA in fuzijskega proteina GAL4(1–147)-link45-sfGFP. GAL4(1–147)-
link45-sfGFP služi kot notranja pozitivna kontrola sistema. 
 
4.1.2 Uporaba sistema in vitro 
Za uporabo sistema in vitro je potrebno ločeno pripraviti nukleotidno zaporedje F-DNA, pri čemer 
prepoznavna mesta za restrikcijski encim niso potrebna, ter rekombinantna fuzijska proteina Tus-
link72-TurboID in GAL4(1–147)-link45-sfGFP, oba s C-končno heksahistidinsko oznako. 
 
Pripraviti moramo tudi vir proteinov, za katerega predvidevamo, da vsebuje interakcijske 
partnerje preučevanega zaporedja DNA. Primeren vir je lizat iz celične kulture ali tkiva, pri čemer 
je potrebno upoštevati odvisnost interakcij protein–DNA od celičnega cikla in drugih dejavnikov, 
ki vplivajo na celični metabolizem. 
RSRS Ter preučevano 
zaporedje
UASGAL
TurboIDTus link72
GAL4(1–147) sfGFPlink45
Tus-link72-TurboID-(NLS)2GAL4(1–147)-link45-sfGFP-(NLS)2 P2A
RSRS Ter preučevano 
zaporedje
UASGAL
TurboIDTus link72
GAL4(1–147) sfGFPlink45
Tus-link72-TurboID-(NLS)2GAL4(1–147)-link45-sfGFP-(NLS)2 P2A
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4.1.3 Uporaba sistema in vivo 
Za uporabo sistema in vivo je potrebno pripraviti tandemske ponovitve nukleotidnega zaporedja 
F-DNA, ločene s prepoznavnimi mesti za restriktazo EcoRI, in jih vstaviti v ustrezen vektor.  
 
V celicah moramo izraziti tudi oba fuzijska proteina. Ker opravljata v evkariontskih celicah svojo 
funkcijo v jedru, vsebujeta dve C-končni ponovitvi signalnega peptida za lokalizacijo v jedru iz 
velikega T-antigena virusa SV40 (ak zaporedje PKKKRKV). Nukleotidna zapisa za fuzijska 
proteina vnesemo v celico v obliki skupne fuzije, povezane z zapisom za samocepitveni peptid 
P2A: GAL4(1–147)-link45-sfGFP-(NLS)2-P2A-Tus-link72-TurboID-(NLS)2 (slika 4.5), tako da 
sta pod nadzorom istega promotorja. Peptid P2A (ak-zaporedje ATNFSLLKQAGDVEENPGP) 
se cepi posttranslacijsko. 
 
 
Slika 4.5: Shematski prikaz fuzijskega proteina GAL4(1–147)-link45-sfGFP-(NLS)2-P2A-Tus-link72-
TurboID-(NLS)2 in njegove cepitve. Po avtokatalitični cepitvi peptida P2A se sprostita fuzijska proteina 
GAL4(1–147)-link45-sfGFP in Tus-link72-TurboID. NLS (temno siva) – signalno zaporedje za lokalizacijo 
proteina v jedru. 
 
4.1.4 Kontrolni sistem za dokazovanje delovanja metode in vitro 
Kontrolni sistem je namenjen dokazovanju delovanja metode in vitro in njeni optimizaciji. 
Fuzijsko zaporedje DNA se v tem primeru imenuje F-p53 in vsebuje na mestu preučevanega 
zaporedja zaporedje GADD (nt-zaporedje 5'-GAACATGTCTAAGCATGCTG-3'), katerega 
interakcijski partner p53 je znan. 
RSRS Ter preučevano 
zaporedje
UASGAL
TurboIDTus link72
GAL4(1–147) sfGFPlink45
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4.2 Priprava komponent kontrolnega in vitro sistema  
V nadaljevanju so navedeni rezultati pripravljalne faze osnovnih komponent kontrolnega sistema 
za izvedbo biotinilacije in vitro: F-p53, Tus-link72-TurboID in GAL4(1–147)-link45-sfGFP. 
 
Pripravili smo tudi jedrne celične frakcije iz celične kulture HEK 293T, ki stresu ni bila 
izpostavljena, in iz kulture HEK 293T, ki je bila pred celično lizo izpostavljena oksidativnemu 
stresu (3.2.3.3 Priprava jedrnih lizatov iz sesalskih celic HEK 293T). 
 
4.1.5 Priprava sintetičnega zaporedja DNA 
Sintetično nukleotidno zaporedje F-p53 smo naročili in pomnožili z metodo PCR (3.2.1.2. 
Verižna reakcija s polimerazo). Rezultat reakcije smo preverili s pomočjo agarozne gelske 
elektroforeze (slika 4.6) in iz gela izrezali lise, katerih velikost je ustrezala enkratni ponovitvi 
zaporedja F-p53. DNA smo izolirali in shranili za nadaljnje delo. 
 
 
Slika 4.6: Ločitev produktov reakcije PCR z AGE. Na gelu so produkti treh identičnih reakcij PCR. 
Poleg enojne ponovitve F-p53 (151 bp) so v reakcijah nastale tudi tandemske ponovitve. Pri analizi smo 
uporabili standard velikosti 100 bp (st.), velikost list je izražena v bp. 
 
4.1.6 Priprava rekombinantnih proteinov 
Tus-link72-TurboID in GAL4(1–147)-link45-sfGFP 
Priprava nukleotidnih fuzijskih zapisov za rekombinantna proteina Tus-link72-TurboID in 
GAL4(1–147)-link45-sfGFP je obsegala sestavljanje in vključevanje nukleotidnih zapisov v 
vektorja pFastBac™1 in pET-22b(+).  
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4.1.6.1 Priprava zapisov za rekombinantna fuzijska proteina 
Rekombinantna fuzijska proteina Tus-link72-TurboID in GAL4(1–147)-link45-sfGFP smo 
pripravili z metodo PCR v več korakih (3.2.1.2 Verižna reakcija s polimerazo).  
 
V prvem koraku smo pomnožili zapise za DNA-vezavna proteina Tus in GAL4(1–147) ter njuna 
fuzijska partnerja TurboID in sfGFP, nato pa še zapisa za povezovalni regiji link72 in link45 s  
5'- in 3'-končnimi podaljški za sestavljanje fuzij. Produkte reakcij PCR smo analizirali z AGE 
(slika 4.7). Vse velikosti produktov so ustrezale pričakovanim – fragmente DNA smo izolirali iz 
gela in jih shranili za nadaljnje delo. 
 
 
Slika 4.7: Analiza produktov prvega kroga reakcij PCR z AGE. V obeh primerih smo uporabili standard 
velikosti 100 bp (st.), velikost lis je izražena v bp. A – Rezultati pomnoževanja nukleotidnih zapisov za 
glavne komponente fuzijskih proteinov z dodanimi konci za vstavljanje v vektor pFastBac™1: SL_Tus 
(953 bp), SL_GAL4(1–147) (467 bp), SL_TurboID (1007 bp) in SL_sfGFP (737 bp). B – Rezultati 
pomnoževanja povezovalnih zaporedij s 5'- in 3'-konci za sestavljanje fuzij: Tus-3'-link72-5'-TurboID  
(123 bp) in GAL4(1-147)-3'-link45-5'-sfGFP (99 bp). 
 
Izolirane fragmente DNA smo uporabili v naslednjem krogu PCR, s katerim smo sestavili  
(a) fragmente SL_Tus, link72 s 5'- in 3'-končnimi zaporedji za sestavljanje fuzije in SL_TurboID 
ter (b) fragmente SL_GAL4(1–147), link45 s 5'- in 3'-končnimi zaporedji za sestavljanje fuzije in 
SL_sfGFP. Produkte smo analizirali z AGE (slika 4.8), izrezali konstrukta DNA pričakovanih 
velikosti in ju vstavili v vektor pFastBac™1 z metodo SLiCE (3.2.1.7 Metoda SLiCE). Reakcijski 
mešanici obeh plazmidov z vključkoma smo uporabili za transformacijo bakterijskega seva  
E. coli DH5α (3.2.2.1 Transformacija bakterijskih celic) in celice gojili na selekcijskem gojišču. 
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Slika 4.8: Analiza produktov drugega kroga reakcij PCR. Sestavili smo nukleotidna fuzijska zapisa 
SL_Tus-link72-TurboID (2053 bp) in SL_GAL4(1–147)-link45-sfGFP (1273 bp), pri čemer je v obeh 
primerih poleg želenega produkta nastalo tudi več stranskih. Uporabili smo standarda velikosti 100 bp (st.1) 
in 1 kb (st.2), velikost lis je izražena v bp. 
 
Uspešnost vstavitve vključka v vektor smo preverili z metodo PCR na osnovi kolonije (3.2.1.3 
PCR na osnovi kolonije). Analizirali smo po 6 bakterijskih kolonij za vsako izmed fuzij; v obeh 
primerih je bilo pozitivnih 5 kolonij (slika 4.9). Plazmidno DNA smo izolirali iz kolonij 1pFB/Tus-
link72-TurboID in 1pFB/GAL4(1–147)-link45-sfGFP ter preverili pravilnost zaporedij vstavljenih 
vključkov. Obe zaporedji sta bili pravilni.  
  
 
Slika 4.9: Analiza produktov reakcij PCR na osnovi kolonije z AGE po transformaciji bakterijskih 
celic s produkti metode SLiCE. S številkami so označene kolonije, ki smo jih v reakcijah uporabili. 
Nadpis pFB označuje, da je vključek vstavljen v vektor pFastBac™1. Prisotnost vključka Tus-link72-
TurboID (2457 bp) smo potrdili v kolonijah 1pFB–5pFB, enako v primeru GAL4(1–147)-link45-sfGFP  
(1674 bp). Uporabili smo standard velikosti 1 kb (st.), velikost lis je izražena v bp. 
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Izolirana vektorja pFastBac™1/Tus-link72-TurboID in pFastBac™1/GAL4(1–147)-link45-
sfGFP smo uporabili kot matrici v tretjem krogu reakcij PCR za pripravo fuzijskih nukleotidnih 
zaporedij s 5'- in 3'-končnimi konci za vstavitev v vektor pET-22b(+) (3.2.1.2 Verižna reakcija s 
polimerazo). Produkte reakcij PCR smo analizirali z AGE (slika 4.10), izrezali produkta pravilnih 
velikosti in ju izolirali iz gela. 
 
 
Slika 4.10: Analiza produktov tretjega kroga reakcij PCR. Prikazana sta produkta B_Tus-link72-
TurboID (2018 bp) in B_GAL4(1–147)-link45-sfGFP (1235 bp). Uporabili smo standard velikosti 1 kb 
(st.), velikost lis je izražena v bp. 
 
V nadaljevanju smo izvedli restrikcijo (3.2.1.8 Restrikcija in ligacija v vektor pET-22b(+)). 
Najprej smo rezali vektor, in sicer z obema restriktazama hkrati. Ker sta velikosti enkrat in dvakrat 
rezanega vektorja zelo podobni (razlikujeta se za 113 bp) in ju na gelu ne bi mogli razlikovati, 
smo aktivnost posamezne restriktaze preverili z rezanjem vektorja pod enakimi pogoji, a z le enim 
encimom. Analiza produktov z AGE je pokazala (slika 4.11 A), da je bila restrikcija v obeh 
primerih popolna. Dvakrat rezan vektor smo izolirali iz gela.  
 
Dvojno restrikcijo smo uporabili tudi za rezanje fuzijskih nukleotidnih zaporedij B_Tus-link72-
TurboID in B_GAL4(1–147)-link45-sfGFP. Produkte smo ločili na agaroznem gelu (slika 4.8 B) 
in izolirali tarčna fragmenta DNA. 
 
Dvakrat rezani fuzijski zaporedji DNA smo vstavili v dvakrat rezan vektor pET-22b(+) z ligacijo 
(3.2.1.8 Restrikcija in ligacija v vektor pET-22b(+)) in z ligacijsko mešanico transformirali 
bakterijski sev E. coli DH5α (3.2.2.1 Transformacija bakterijskih celic). Celice smo gojili na 
selekcijskem gojišču in preverili uspešnost vstavitve vključka v vektor z metodo PCR na osnovi 
kolonije (3.2.1.3 PCR na osnovi kolonije). Analizirali smo 5 bakterijskih kolonij, ki naj bi 
vsebovale plazmid z vključkom Tus-link72-TurboID, in 4 bakterijske kolonije, ki naj bi vsebovale 
plazmid z vključkom GAL4(1–147)-link45-sfGFP. Rezultati analize z AGE (slika 4.12) so 
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pokazali, da sta bili v obeh primerih nedvoumno pozitivni dve koloniji. Plazmidno DNA smo 
izolirali iz kolonij 3B/Tus-link72-TurboID in 1B/GAL4(1–147)-link45-sfGFP ter preverili 
pravilnost nukleotidnih zaporedij vključkov. Obe zaporedji sta bili pravilni.  
 
 
Slika 4.11: Analiza produktov restrikcije z AGE. V obeh primerih smo uporabili standard velikosti  
1 kb (st.), velikost lis je izražena v bp. A – Rezultati restrikcije vektorja pET-22b(+): nerezan vektor (pET-
22b(+)) je v sproščeni krožni obliki in potuje kot linearna DNA velikosti 10 kb; položaj enkrat rezanih 
vektorjev z restrikcijskima encimoma NdeI (pET-22b(+)NdeI) oz. HindIII (pET-22b(+)HindIII) ustreza 
velikosti vektorja (5493 bp), dvakrat rezan vektor (pET-22b(+)NdeI, HindIII) je na približno enaki višini kot 
linearen (5380 bp). Dvakrat rezan vektor smo zaradi večjega volumna razdelili v 5 žepkov. B – Rezultati 
restrikcije vključkov B_Tus-link72-TurboID (2005 bp) in B_GAL4(1–147)-link45-sfGFP (1222 bp).  
 
 
Slika 4.12: Analiza produktov reakcij PCR na osnovi kolonije z AGE po transformaciji bakterijskih 
celic s produkti ligacije. V obeh primerih smo uporabili standard velikosti 1 kb (st.), velikost lis je izražena 
v bp. Nadpis B označuje vektor pET-22b(+). A – Prisotnost vključka Tus-link72-TurboID smo dokazali v 
kolonijah 2B in 3B. B – Prisotnost vključka GAL4(1–147)-link45-sfGFP smo nedvoumno dokazali v 
kolonijah 1B in 2B. 
 
Iz kolonij 1pFB/Tus-link72-TurboID, 1pFB/GAL4(1–147)-link45-sfGFP, 3B/Tus-link72-TurboID in 
1B/GAL4(1–147)-link45-sfGFP smo pripravili trajne bakterijske kulture (3.2.2.3 Priprava trajnih 
bakterijskih kultur). 
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4.1.6.2 Izražanje rekombinantnih fuzijskih proteinov 
Vektorja pET-22b(+)/Tus-link72-TurboID in pET-22b(+)/GAL4(1–147)-link45-sfGFP smo 
uporabili za transformacijo bakterijskega seva E. coli BL21[DE3]pLysS (3.2.2.1 Transformacija 
bakterijskih celic), ki je primeren za izražanje proteinov. Celice smo gojili na selekcijskem 
gojišču, s katerim smo zagotovili ohranjanje vnesenega plazmida in plazmida pLysS. 
 
Ker smo oba fuzijska proteina izražali prvič, smo najprej izvedli poskusno izražanje pri dveh 
različnih temperaturah, 20 °C in 30 °C, preko noči (3.2.2.4 Poskusno izražanje rekombinantnih 
proteinov v bakterijskih celicah). Pripravili smo celotne celične lizate iz vsakega vzorca kulture 
pred indukcijo izražanja in celotne celične lizate ter ločene topne in netopne frakcije lizatov iz 
vsake izmed kultur po končanem poskusnem izražanju (3.2.2.6 Priprava bakterijskih lizatov po 
poskusnem izražanju). Vzorce smo analizirali z NaDS-PAGE.  
 
Analiza izražanja rekombinantnega fuzijskega proteina Tus-link72-TurboID (slika 4.13) je 
pokazala, da se po indukciji najverjetneje izražata proteina Tus-link72-TurboID (lisa pri velikosti 
~ 66 kDa) in RNA-polimeraza T7 (~ 36 kDa). Pri 30 °C se je izrazilo približno 4-krat več 
rekombinantnega fuzijskega proteina kot pri 20 °C, vendar se je velika večina izraženega proteina 
nahajala v celicah v obliki inkluzijskih teles. Nasprotno se je po izražanju pri 20 °C večina 
izraženega proteina nahajala v topni frakciji – v obliki inkluzijskih teles je bila približno četrtina 
izražene rekombinantne fuzije. V skladu z rezultati smo Tus-link72-TurboID izražali pri 
temperaturi 20 °C.  
 
Analiza izražanja rekombinantnega fuzijskega proteina GAL4(1–147)-link45-sfGFP (slika 4.14) 
je pokazala, da se po indukciji najverjetneje izražata proteina GAL4(1–147)-link45-sfGFP  
(~ 45 kDa) in RNA-polimeraza T7 (~ 36 kDa). Izražanje pri 30 °C je bilo primerljivo z izražanjem 
pri 20 °C, pri čemer je bila količina nastalega rekombinantnega proteina pri 30 °C nekoliko večja. 
Pri obeh temperaturah izražanja se je v obliki inkluzijskih teles nahajal zelo majhen del izraženega 
fuzijskega proteina. V topni frakciji vzorcev po izražanju pri 30 °C se je nahajala tudi večja 
količina produkta velikosti ~ 25 kDa, ki bi lahko predstavljal C-končni produkt cepitve izražene 
fuzije znotraj gibljivega povezovalnega zaporedja link45, tj. protein sfGFP brez DNA-vezavne 
domene. Da bi bil izkoristek izražanja čim večji, smo se odločili za izražanje GAL4(1–147)-
link45-sfGFP pri temperaturi 30 °C, saj je produkt velikosti ~ 25 kDa dovolj majhen, da ga lahko 
od GAL4(1–147)-link45-sfGFP ločimo na podlagi velikosti. 
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Slika 4.13: Analiza poskusnega izražanja rekombinantnega fuzijskega proteina Tus-link72-TurboID 
s PAGE. Bakterijske lizate smo pripravili iz kultur za izražanje pri 30 °C oz. pri 20 °C – kulturi sta označeni 
s temperaturo v nadpisu. Vzorca smo odvzeli pred indukcijo izražanja (pred) in pripravili celotna 
bakterijska lizata, po končanem izražanju pa smo poleg celotnih bakterijskih lizatov (lizat) pripravili še 
netopni frakciji (netopna frakcija) in topni frakciji lizatov (topna frakcija). Z rumeno puščico je označen 
rekombinantni fuzijski protein Tus-link72-TurboID (~ 66 kDa), s črno pa RNA-polimeraza T7 (~ 36 kDa), 
katere izražanje je z IPTG inducirano neposredno. Velikost lis standarda (st.) je izražena v kDa. 
 
 
 
Slika 4.14: Analiza poskusnega izražanja rekombinantnega fuzijskega proteina GAL4(1–147)-link45-
sfGFP s PAGE. Bakterijske lizate smo pripravili iz kultur za izražanje pri 30 °C oz. pri 20 °C – kulturi sta 
označeni s temperaturo v nadpisu. Vzorca smo odvzeli pred indukcijo izražanja (pred) in pripravili celotna 
bakterijska lizata, po končanem izražanju pa smo poleg celotnih bakterijskih lizatov (lizat) pripravili še 
topni frakciji (topna frakcija) in netopni frakciji lizatov (netopna frakcija). Z zeleno puščico je označen 
rekombinantni fuzijski protein GAL4(1–147)-link45-sfGFP (~ 45 kDa), s črno puščico pa RNA-polimeraza 
T7 (~ 36 kDa). Velikost lis standarda (st.) je izražena v kDa. 
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Pravilno izražanje GAL4(1–147)-link45-sfGFP je bilo očitno zaradi zelenega odtenka bakterijskih 
kultur, pa tudi velikost produkta na gelu po analizi s PAGE je ustrezala pričakovani velikosti. 
Nasprotno je produkt izražanja Tus-link72-TurboID na gelu glede na standard velikosti potoval 
kot protein z maso ~ 66 kDa, medtem ko je njegova prava velikost 74 kDa. Izražanje Tus-link72-
TurboID smo potrdili z izvedbo prenosa western s sledečo imunodetekcijo (3.2.4.3 Analiza 
proteinov s prenosom western) (slika 4.13). Iz rezultatov je razvidno, da so bakterijski lizati v 
obeh primerih vsebovali tudi več C-končnih cepljenih produktov rekombinantnih proteinov. 
 
 
Slika 4.15: Analiza poskusnega izražanja z imunodetekcijo po prenosu western. Uporabili smo celotne 
lizate bakterijskih kultur po izražanju Tus-link72-TurboID oz. GAL4(1–147)-link45-sfGFP (oznaka L). 
Temperatura izražanja je navedena v nadpisu. Z rumeno puščico je označen rekombinantni fuzijski protein 
Tus-link72-TurboID, z zeleno pa GAL4(1–147)-link45-sfGFP. Velikost lis standarda (st.) je izražena v kDa. 
 
Oba rekombinantna fuzijska proteina smo izrazili še v večjem merilu (3.2.2.5 Izražanje 
rekombinantnih fuzijskih proteinov v bakterijskih celicah) in uporabili pripravljena bakterijska 
celična lizata (3.2.2.7 Priprava bakterijskih lizatov po izražanju) za njuno izolacijo in čiščenje. 
 
4.1.6.3 Čiščenje rekombinantnih fuzijskih proteinov 
Rekombinantna fuzijska proteina smo izolirali iz bakterijskih lizatov z nikljevo afinitetno 
kromatografijo (3.2.4.4 Izolacija iz bakterijskih lizatov in čiščenje proteinov). Kromatograma sta 
prikazana na slikah 4.16 A in 4.17 A.  
 
Za nadaljnje čiščenje Tus-link72-TurboID smo združili frakcije 5–10, za čiščenje GAL4(1–147)-
link45-sfGFP pa frakcije 5–13 in združena vzorca dializirali. Čistost rekombinantnih fuzijskih 
proteinov po izolaciji in topne oz. netopne frakcije vzorca po dializi smo analizirali z NaDS-
PAGE (sliki 4.16 B in 4.17 B). 
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Slika 4.16: Rezultati izolacije Tus-link72-TurboID z nikljevo afinitetno kromatografijo in analiza 
vzorcev z NaDS-PAGE. A – Kromatogram z označenimi frakcijami (rdeča barva). Obarvana površina pod 
krivuljo predstavlja frakcije, ki smo jih združili za nadaljnje čiščenje. B – Prikazani so izhodiščni bakterijski 
lizat (lizat), iz katerega smo protein izolirali, del vzorca, ki se na kolono za nikljevo kromatografijo ni vezal 
(nevezana frakcija), in vzorec iz združenih frakcij 5–10 (vezana frakcija). Topno in netopno frakcijo smo 
pripravili iz vezane frakcije po dializi. Z rumeno puščico je označen rekombinantni fuzijski protein Tus-
link72-TurboID. Velikost lis standarda (st.) je izražena v kDa. 
 
 
Slika 4.17: Rezultati izolacije GAL4(1–147)-link45-sfGFP z nikljevo afinitetno kromatografijo in 
analiza vzorcev z NaDS-PAGE. A – Kromatogram z označenimi frakcijami (rdeča barva). Obarvana 
površina pod krivuljo predstavlja frakcije, ki smo jih združili za nadaljnje čiščenje. B – Prikazani so 
izhodiščni bakterijski lizat (lizat), iz katerega smo protein izolirali, vzorec iz združenih frakcij 5–13 (vezana 
frakcija) ter topna in netopna frakcija, ki smo ju pripravili iz vezane frakcije po dializi. Z zeleno puščico je 
označen rekombinantni protein GAL4(1–147)-link45-sfGFP. Velikost lis standarda (st.) je izražena v kDa. 
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Topni del dializiranih proteinov smo pred izvedbo nadaljnje stopnje čiščenja zamrznili in po 
odmrzovanju s centrifugiranjem odstranili oborjeno frakcijo. V primeru Tus-link72-TurboID do 
obarjanja ni prišlo, v primeru GAL4(1–147)-link45-sfGFP pa se je oborilo ~ 70 % proteina.  
 
Vzorec Tus-link72-TurboID smo najprej očistili z ionskoizmenjevalno kromatografijo, prestavili 
dobljeno frakcijo št. 6 v pufer brez glicerola in vzorec skoncentrirali. Skoncentriran vzorec smo 
dodatno očistili z gelsko filtracijo (3.2.4.4 Izolacija iz bakterijskih lizatov in čiščenje proteinov). 
Rezultati čiščenja z ionskoizmenjevalno kromatografijo so prikazani na sliki 4.18, rezultati 
čiščenja z gelsko filtracijo pa na sliki 4.19; v obeh primerih smo izvedli tudi analizo vzorcev z 
NaDS-PAGE.  
 
Končni izkoristek izražanja Tus-link72-TurboID je znašal ~ 4,5 mg proteina/l kulture. 
 
 
Slika 4.18: Rezultati čiščenja Tus-link72-TurboID z ionskoizmenjevalno kromatografijo in analiza 
frakcij z NaDS-PAGE. A – Kromatogram z označenimi frakcijami (rdeča barva). Obarvana površina pod 
krivuljo predstavlja frakcijo, ki smo jo uporabili za nadaljnje čiščenje. B – Topni del dializiranega vzorca 
(pred IEX), ki smo ga nanesli na kolono, ter nevezane in vezane frakcije, ki so označene na kromatogramu. 
Z rumeno puščico je označen protein Tus-link72-TurboID. Velikost lis standarda (st.) je izražena v kDa. 
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Slika 4.19: Rezultati čiščenja rekombinantnega fuzijskega proteina Tus-link72-TurboID z gelsko 
filtracijo in analiza vzorcev z NaDS-PAGE. A – Kromatogram z označenimi frakcijami (rdeča barva). 
Obarvana površina pod krivuljo predstavlja frakcijo, ki smo jo uporabili za nadaljnje delo. B – Prikazani 
sta topni frakciji vzorca po menjavi pufra pred (menjava pufra) in po koncentriranju (koncentriranje), ter 
frakcije po gelski filtraciji. Z rumeno puščico je označen rekombinantni protein Tus-link72-TurboID. 
Velikost lis standarda (st.) je izražena v kDa. 
 
Topno frakcijo dializiranega vzorca GAL4(1–147)-link45-sfGFP po odmrzovanju smo očistili z 
ionskoizmenjevalno kromatografijo (3.2.4.4 Izolacija iz bakterijskih lizatov in čiščenje proteinov) 
in analizirali frakcije, ki so vsebovale proteine, z NaDS-PAGE (slika 4.20). 
 
Ker je bila količina GAL4(1–147)-link45-sfGFP po ionskoizmenjevalni kromatografiji majhna in 
ker čistost proteina za poskus ni ključna, nadaljnjega čiščenja nismo izvajali. Pred izvedbo 
biotinilacije smo zamenjali pufer Tris s puform HEPES (3.2.4.4 Izolacija iz bakterijskih lizatov 
in čiščenje proteinov), saj bi Tris zaradi primarne aminske skupine motil biotinilacijo proteinov. 
Pri tem smo za menjavo pufra uporabili frakcijo 9, ki smo jo shranili po poskusnem čiščenju z 
ionskoizmenjevalno kromatografijo (rezultat ni prikazan), in frakcijo 7, ki smo jo shranili po 
čiščenju preostalega dela proteina z ionskoizmenjevalno kromatografijo (rezultat je prikazan na 
sliki 4.20) ter vzorca analizirali z NaDS-PAGE (slika 4.21). Za nanos na gel smo z namenom 
primerjave koncentracij proteinov uporabili enaka volumna vzorcev, saj sta bili obe koncentraciji 
nizki (pod 0,2 mg/ml) in ju z merjenjem absorbance nismo mogli natančno določiti. Čistost 
vzorcev je bila primerljiva, koncentracija proteina pa višja v primeru frakcije 7, ki smo jo 
uporabili za nadaljnje delo.  
 
Končni izkoristek izražanja GAL4(1–147)-link45-sfGFP je znašal ~ 8 mg > 60 % čistega 
proteina/l kulture. 
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Slika 4.20: Rezultati čiščenja rekombinantnega fuzijskega proteina GAL4(1–147)-link45-sfGFP z 
ionskoizmenjevalno kromatografijo in analiza vzorcev z NaDS-PAGE. A – Kromatogram z označenimi 
frakcijami (rdeča barva). Obarvana površina pod krivuljo predstavlja frakcijo, ki smo jo uporabili za 
nadaljnje delo. B – Prikazani so topni del dializiranega vzorca (pred IEX), ki smo ga nanesli na kolono, ter 
vezane frakcije, ki so označene na kromatogramu. Z zeleno puščico je označen rekombinantni fuzijski 
protein GAL4(1–147)-link45-sfGFP. Velikost lis standarda (st.) je izražena v kDa. 
 
 
Slika 4.21: Analiza vzorcev GAL4(1–147)-link45-sfGFP po menjavi pufra. Prikazana sta vzorca, ki smo 
ju pripravili iz frakcije 9 po poskusnem čiščenju z ionskoizmenjevalno kromatografijo (9*) in iz frakcije 7, 
ki je prikazana na sliki 20. Z zeleno puščico je označen rekombinantni fuzijski protein GAL4(1–147)-
link45-sfGFP. Velikost lis standarda (st.) je izražena v kDa. 
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4.3 Preizkus delovanja kontrolnega in vitro sistema  
Za izvedbo in vitro biotinilacije (3.2.5 Biotinilacija in vitro) smo uporabili pripravljeno DNA  
F-p53, očiščen protein Tus-link72-TurboID in delno očiščen protein GAL4(1–147)-link45-sfGFP 
ter jedrna lizata iz celičnih kultur HEK 293T, ki so oz. niso bile izpostavljene oksidativnemu 
stresu. Biotinilirane proteine smo izolirali s testom ''pull-down'' (3.2.6 Izolacija proteinov s testom 
''pull-down''), jih ločili z NaDS-PAGE in uspešno prenesli na membrano, kar je bilo razvidno iz 
prenosa obarvanega standarda.  
 
Z uporabo avidinske sonde in protiteles smo preverili, ali so v vzorcih prisotni pričakovani 
proteini (3.2.4.3 Analiza proteinov s prenosom western). Rezultat je bil negativen tako v primeru 
dokazovanja biotiniliranih proteinov, kot v primeru dokazovanja prisotnosti rekombinantnega 
proteina GAL4(1–147)-link45-sfGFP in proteina p53 iz celičnega lizata. 
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5 RAZPRAVA 
 
Razvoja novega pristopa za iskanje interakcijskih partnerjev DNA smo se lotili, ker z uporabo 
testa ''pull-down'' nismo mogli identificirati specifičnih interakcijskih partnerjev kvadrupleksa 
VK2. Iz rezultata smo lahko zaključili le, da VK2 v uporabljenih in vitro pogojih nima močnih 
oz. stabilno vezanih interakcijskih partnerjev, kar pa ne pomeni, da interakcijskih partnerjev nima. 
Da bi presegli omejitve klasičnih metod za iskanje interakcijskih partnerjev DNA, smo pristop 
zasnovali tako, da omogoča detekcijo vseh vrst interakcij in je uporaben ne le in vitro, temveč 
tudi in vivo, s poudarkom na delu s sesalskimi celicami. Primeren je za iskanje interakcijskih 
partnerjev kateregakoli zaporedja oz. sekundarne strukture DNA in temelji na uporabi 
trikomponentnega sistema (slika 5.1), ki omogoča označevanje proteinskih interakcijskih 
partnerjev preučevane DNA z biotinom ali izvedbo kromatinske imunoprecipitacije. Dodatna 
prednost našega pristopa pred ostalimi klasičnimi metodami je, da ne zahteva priprave označenih 
sond DNA. 
 
 
Slika 5.1: Trikomponentni sistem za iskanje interakcijskih partnerjev DNA. Nukleotidno fuzijsko 
zaporedje F-DNA vsebuje preučevano zaporedje oz. sekundarno strukturo DNA ter vezavni mesti za 
fuzijska proteina Tus-link72-TurboID in GAL4(1–147)-link45-sfGFP. Temno modro označeni regiji sta 
prepoznavni mesti za restriktazo, sivo obarvana pa so nespecifična nukleotidna zaporedja. 
 
Ker so iskani interakcijski partnerji proteini, smo osnovali delovanje sistema na principu 
označevanja bližnjih molekul z biotinom s pomočjo mutirane biotin ligaze TurboID. Izbrani 
encim omogoča izvedbo biotinilacije v pogojih in vivo v nekaj minutah in je primeren za uporabo 
v jedru, ki predstavlja okolje encima v sklopu iskanja interakcijskih partnerjev DNA45.  
 
Tus-link72-TurboID
GAL4(1–147)-link45-sfGFP
preučevano 
zaporedje
F-DNA
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Da lahko označimo interakcijske partnerje preučevane DNA, se morajo nahajati v bližini 
TurboID. To smo v sistemu dosegli s posredovanjem znanega kompleksa protein–DNA iz 
organizma E. coli, Tus–Ter. Vezava proteina Tus je monomerna in zelo stabilna75–78, tudi v 
primeru uporabe kompleksa in vitro ali v evkariontskih celicah79–82. Protein Tus smo pripeli na 
N-konec encima TurboID, nukleotidno zaporedje Ter pa smo uvedli v F-DNA navzgor od 
preučevanega nukleotidnega zaporedja. 
 
Da bi omogočili nemoteno vezavo interakcijskih partnerjev na preučevano zaporedje DNA, smo 
preučevano nukleotidno zaporedje in mesto Ter ločili z 20 bp dolgim nespecifičnim nukleotidnim 
zaporedjem. Posledično znaša razdalja med TurboID in iskanimi interakcijskimi partnerji 
preučevane DNA v trikomponentnem sistemu ~ 10 nm. To ustreza polmeru biotinilacije v in vivo 
pogojih – polmer je mogoče povečati z uporabo gibljivega ak-zaporedja, ki ga vstavimo med 
fuzijska proteina44,83. Med Tus in TurboID smo vstavili gibljivo povezovalno zaporedje dolžine 
24 ak (link72), zaradi katerega sistem omogoča tudi označevanje večjih proteinskih kompleksov. 
Fuzijski protein smo poimenovali Tus-link72-TurboID. 
 
V sistem smo uvedli tudi notranji kontrolni kompleks protein–DNA, ki ga tvorita fuzijski protein 
GAL4(1–147)-link45-sfGFP in nukleotidni fragment UASGAL. Proteinski del kompleksa vsebuje 
N-končni fragment transkripcijskega faktorja Gal4 iz organizma S. cerevisiae84, ki vsebuje DNA-
vezavno domeno in domeno za dimerizacijo. Fragment je primeren za ustvarjanje fuzijskih 
proteinov in omogoča stabilno vezavo na mesto UASGAL v obliki dimera v in vivo in v in vitro 
pogojih85–87. C-končni del fuzijskega proteina, sfGFP, je pripet na DNA-vezavno domeno prek 
gibljivega peptida dolžine 15 nt.  
 
Znotraj osnovnega trikomponentnega sistema se nahaja GAL4(1–147)-link45-sfGFP–UASGAL na 
enaki razdalji od kompleksa Tus-link72-TurboID–Ter kot iskani interakcijski partnerji v 
kompleksu s preučevano DNA. V skladu s tem služi GAL4(1–147)-link45-sfGFP kot neposreden 
pokazatelj pravilne lokalizacije Tus-link72-TurboID in ustreznosti radija biotinilacije.  
 
V primeru uporabe sistema in vivo omogoča prisotnost sfGFP tudi preverjanje izražanja obeh 
fuzijskih proteinov, GAL4(1–147)-link45-sfGFP in Tus-link72-TurboID, prek opazovanja 
fluorescence. Proteina sta povezana s peptidom P2A in se izražata skupaj, pod nadzorom istega 
promotorja (4.1.3 Uporaba sistema in vivo). To zagotavlja enostaven vnos in hkratno izražanje 
dveh proteinov v sesalskih celicah88–90. 
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Z namenom uporabe sistema in vivo vnesemo v celice tudi F-DNA. Da povečamo količino 
specifično označenih proteinov/celico, pripravimo tandemske ponovitve fuzijskega 
nukleotidnega zaporedja, ki so ločene z restrikcijskimi mesti. Izražanje fuzije s TurboID mora biti 
zaradi omejenega števila vezavnih mest na F-DNA inducibilno in dobro regulirano, sicer se zaradi 
proste biotin ligaze poveča obseg nespecifične biotinilacije.  
 
Nespecifični biotinilaciji se lahko izognemo z izvedbo kromatinske imunoprecipitacije. Celice z 
vnesenim sistemom zamrežimo s prečnim povezovalcem in razrežemo DNA z restrikcijskim 
encimom EcoRI. Nadzorovana cepitev tandemskih ponovitev zagotavlja ohranjanje 
kolokalizacije interakcijskih partnerjev preučevane DNA s fuzijskima proteinoma Tus-link72-
TurboID in GAL4(1–147)-link45-sfGFP. Fragmente izoliramo s pomočjo protiteles proti 
poljubnemu znanemu delu proteinskih fuzij.  
 
Prednost uporabe sistema in vivo je iskanje interakcijskih partnerjev pod fiziološkimi pogoji. 
Priprava stabilne celične linije omogoča ponovljivost poskusov in optimizacijo metode, a je 
dolgotrajna in omejena na eno vrsto celic. Stabilno lahko vgradimo tudi le proteinski komponenti 
sistema, F-DNA pa vnesemo prehodno, na ločenem plazmidu – to omogoča vnos večjega števila 
tandemskih ponovitev. Prehoden vnos vseh komponent sistema zagotavlja prehod med celičnimi 
linijami, vendar je optimizacija biotinilacije težja; uspešnost prehodne transfekcije je močno 
odvisna že od same celične linije. 
 
Poenostavljena različica uporabe sistema in vivo je njegova uporaba in vitro (4.1.2 Uporaba 
sistema in vitro). Tri ključne prednosti biotinilacije in vitro so hitrost izvedbe, enostavno 
nadzorovanje razmerij med komponentami sistema in možnost uporabe poljubnih celičnih ali 
tkivnih lizatov. V skladu z navedenim je bilo smiselno, da najprej dokažemo delovanje metode in 
vitro, na podlagi česar smo zasnovali kontrolni sistem z znanim interakcijskim partnerjem. 
 
Da bo sistem uporaben in komercialno dostopen, morajo biti enostavni in učinkoviti vsi postopki 
priprave trikomponentnega sistema. V sklopu pripravljalne faze kontrolnega in vitro sistema smo 
uspešno pripravili nukleotidna zapisa za nespremenljivi komponenti, tj. za fuzijska proteina Tus-
link72-TurboID in GAL4(1–147)-link45-sfGFP, zato te stopnje v prihodnje ne bo potrebno 
ponavljati. Zapisa za fuzijska proteina smo vstavili v dva vektorja: pFastBac™1, ki omogoča 
izražanje v insektnih celicah, in pET-22b(+), ki omogoča izražanje v bakterijskih celicah. Za 
izražanje smo najprej uporabili bakterijski sistem, ki je s cenovnega vidika najbolj ugoden, 
izražanje v insektnih celicah pa bi izvedli v primeru, da izražanje v bakterijah ne bi bilo uspešno. 
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Končni izkoristek izražanja in čistost rekombinantnega protina Tus-link72-TurboID sta bila 
zadovoljiva. Zaradi težav z obarjanjem izoliranega proteina med dializo smo sestavo pufra za 
dializo že optimizirali (rezultati optimizacije niso prikazani), pri čemer smo topnost vzorca 
dosegli z dodatkom soli in reducenta, ki je verjetno potreben zaradi dveh cisteinskih ak-ostankov 
proteina Tus. V zaklenjeni konformaciji kompleksa Tus–Ter topilu sicer nista dostopna (PDB ID 
1ECR), struktura odprte konformacije proteina Tus pa ni znana. Končno količino očiščenega 
proteina bi bilo mogoče povečati predvsem z optimizacijo pogojev izražanja. 
 
V primeru fuzije GAL4(1–147)-link45-sfGFP se je protein med dializo obarjal v prisotnosti  
100 mM NaCl, v pufru brez soli pa je prišlo do obarjanja šele po zamrzovanju in odmrzovanju 
dializiranega vzorca. Večino netopne frakcije je predstavljal rekombinantni protein, medtem ko 
se nečistoče velikosti ~ 30 kDa niso oborile (navedeni rezultati v diplomskem delu niso 
prikazani). Obarjanju proteinov po zamrzovanju in odmrzovanju bi se morda lahko izognili z 
uporabo stabilizatorja, kot je glicerol. To bi izkoristek izražanja izboljšalo v veliki meri, še vedno 
pa bi iz vzorca težko v celoti odstranili produkte velikosti ~ 30 kDa. Glede na to, da velikost 
nečistoč ustreza velikosti rekombinantnega proteina brez N-končne domene in da so se na kolono 
za ionskoizmenjevalno kromatografijo vezale zelo podobno kot rekombinantni protein, verjetno 
predstavljajo produkte cepitve znotraj nestrukturirane povezovalne regije link45. Izražanje in 
čiščenje je torej potrebno optimizirati tako, da bo količina cepljenih produktov čim manjša. 
 
Fuzijskega nukleotidnega zaporedja F-p53 nismo mogli sestaviti sami, zato smo naročili 
sintetično zaporedje, ki smo ga iz matrične DNA uspešno pomnožili. Pri tem so v reakciji nastale 
tudi tandemske ponovitve, kar nakazuje na možnost sestavljanja ponovitev za uporabo sistema  
in vivo. Na podlagi zaporedja F-p53 je mogoče izdelati tudi katerokoli drugo F-DNA – mesto 
preučevanega nukleotidnega zaporedja prilagodimo s pomočjo podaljšanih koncev vsaj enega 
protismernega začetnega oligonukleotida. 
 
In vitro uporaba sistema zahteva tudi pripravo vira proteinov z iskanimi interakcijskimi partnerji. 
Prehodna narava interakcije p53 z GADD nam je omogočila enostavno pripravo ustreznega vira 
proteinov za identifikacijo nespecifične vezave – pozitiven rezultat po detekciji p53 smo 
pričakovali v primeru uporabe jedrnega lizata iz celic, ki so bile izpostavljene oksidativnemu 
stresu, medtem ko iskanega proteina v jedrnem lizatu iz nestresiranih celic nismo pričakovali oz. 
bi morala biti njegova količina izredno majhna. Dodatna prednost poznavanja interakcijskega 
partnerja v kontrolnem sistemu je ta, da omogoča detekcijo s pomočjo protiteles. Zaradi specifične  
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in občutljive imunodetekcije smo lahko izvajali poskuse z majhnimi količinami komponent, kar 
je v sklopu optimizacije delovanja sistema zelo pomembno, in se izognili analizi rezultatov z MS. 
Shema izvedenega poskusa s pričakovanim pozitivnim rezultatom je na sliki 5.2.  
 
 
Slika 5.2: Shema izvedbe metode s kontrolnim in vitro sistemom. (1) Inkubacija osnovnih komponent 
F-p53, Tus-link72-TurboID in GAL4(1–147)-link45-sfGFP z jedrnim lizatom iz celic HEK 293T, ki so bile 
izpostavljene oksidativnemu stresu, (2) sprožitev biotinilacije z dodatkom biotina, (3) izolacija 
biotiniliranih proteinov in (4) pričakovan rezultat po detekciji s proteinskimi sondami. A – standard 
velikosti, B – detekcija biotiniliranih proteinov, kjer ustrezajo glavne lise proteinom Tus-link72-TurboID, 
GAL4(1–147)-link45-sfGFP in p53, C – detekcija GAL4(1–147)-link45-sfGFP, D – detekcija p53. 
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2
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F-p53
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Da bi preverili neodvisno delovanje notranje pozitivne kontrole sistema, GAL4(1–147)-link45-
sfGFP, smo izvedli tudi poskus brez dodanega vira proteinov. Z namenom določanja nespecifične 
biotinilacije v primeru, ko je Tus-link72-TurboID v vzorcu prosta, smo izvedli poskus brez  
F-p53. Kot negativno kontrolo smo izvedli poskus brez fuzije z biotin ligazo; v primeru, da 
proteinov po ločevanju z NaDS-PAGE ne bi prenesli na membrano in bi jih vizualizirali na gelu, 
bi lahko s tem poskusom določili obseg nespecifične vezave na magnetne kroglice pri testu ''pull-
down'', v sklopu detekcije s proteinskimi sondami pa je ta vzorec predstavljal edini vzorec, pri 
katerem smo pričakovali trojno negativen rezultat (detekcija biotiniliranih proteinov, interne 
kontrole GAL4(1–147)-link45-sfGFP in p53).  
 
V nasprotju s pričakovanji je bil rezultat trojno negativen v vseh primerih. Možni razlagi sta dve: 
(1) biotin ligaza v fuziji Tus-link72-TurboID sploh ne deluje, kar neposredno pojasni odsotnost 
iskanih biotiniliranih proteinov po izolaciji s streptavidinom, ali (2) katalitična aktivnost biotin 
ligaze v rekombinantni fuziji Tus-link72-TurboID je mnogo manjša od pričakovane, ki temelji na 
predpostavki, da bo aktivnost encima enaka njegovi aktivnosti v pogojih in vivo. Poleg tega smo 
predpostavili tudi to, da se bo večina prostega biotina v reakciji porabila, zato ga pred izvedbo 
testa ''pull-down'' iz reakcije nismo odstranili. Množina biotina v reakciji je sicer ustrezala  
~ 5-kratni vezavni kapaciteti uporabljene količine magnetnih kroglic. V primeru, da je katalitična 
aktivnost TurboID v rekombinantni fuziji mnogo manjša od pričakovane, je bilo biotiniliranih 
proteinov v vzorcih po 10 min biotinilacije malo, prostega biotina pa veliko. To bi pomenilo, da 
je do dodatnih izgub že tako majhnih količin biotiniliranih proteinov prišlo še pri izolaciji zaradi 
vezave prostega biotina in so bile količine iskanih proteinov na membrani premajhne, da bi jih 
zaznali. 
 
V skladu z navedenim je pred optimizacijo pogojev biotinilacije potrebno najprej preveriti 
encimsko aktivnosti očiščenega rekombinantnega proteina Tus-link72-TurboID in prilagoditi čas 
biotinilacije glede na njegovo morebitno manjšo katalitično aktivnost oz. pripraviti pravilno 
delujoč rekombinantni protein.  
 
Delovanja trikomponentnega sistema v sklopu diplomskega torej nismo uspeli dokazati, smo pa 
uspešno oz. delno uspešno pripravili njegove komponente. Kot prvi smo izvedli biotinilacijo z 
biotin ligazo TurboID v in vitro pogojih in identificirali ključne stopnje, ki jih je potrebno 
optimizirati za vzpostavitev nemotenega delovanja sistema. To bo omogočilo tudi določitev 
optimalnih razmerij med osnovnimi komponentami sistema in količino dodanega zunanjega vira 
proteinov.
ZAKLJUČEK 
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6 ZAKLJUČEK 
 
V okviru diplomskega dela nam je uspelo: 
§ razviti sistem za iskanje interakcijskih partnerjev DNA, ki bo omogočal odkrivanje vseh 
tipov interakcij, tudi šibkih in prehodnih, in ki ga bo mogoče uporabiti tako in vitro kot 
in vivo – s tem smo presegli nekatere ključne omejitve klasičnih metod na tem področju; 
§ zasnovati kontrolni in vitro sistem z znanim interakcijskim partnerjem za enostavno in 
hitro dokazovanje delovanja sistema s sledečo optimizacijo metode, izvedene v pogojih 
in vitro;  
§ pripraviti fuzijsko nukleotidno zaporedje F-p53 na osnovi sintetično pripravljenega 
matričnega zaporedja in dokazati, da omogoča sestavljanje tandemskih ponovitev; 
§ sestaviti nukleotidni zapis za fuzijski protein Tus-link72-TurboID, ga pripraviti za 
izražanje v bakterijskih in insektnih celicah ter izraziti rekombinantni protein Tus-link72-
TurboID v bakterijah, ga izolirati in očistiti; 
§ sestaviti nukleotidni zapis za fuzijski protein GAL4(1–147)-link45-sfGFP, ga pripraviti 
za izražanje v bakterijskih in insektnih celicah ter izraziti rekombinantni protein GAL4(1–
147)-link45-sfGFP v bakterijah, ga izolirati in delno očistiti; 
§ pripraviti jedrne celične lizate iz sesalske celične linije HEK 293T; 
§ izvesti poskusno biotinilacijo v pogojih in vitro s sledečo detekcijo s proteinskimi 
sondami in identificirati ključne stopnje, ki jih je potrebno z namenom vzpostavitve 
pravilnega delovanja sistema optimizirati. 
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